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1 EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG 
In der Erfahrungsmedizin vieler Naturvölker werden enzymhaltige Pflanzenpresssäfte bei der 
Therapie verschiedener innerer Erkrankungen und zur Behandlung schlecht heilender Wunden 
eingesetzt. Das Interesse an den Möglichkeiten der Enzymtherapie ist in einer Zeit des massiven 
Chemotherapeutikagebrauches wieder gewachsen. Die Enzymkombination Trypsin-Chymotrypsin-
Papain wurde bereits erfolgreich in der Mastitistherapie eingesetzt. KRÜGER et al. bewiesen 1999 
die wachstumshemmende Wirkung einer Enzymkombination für euterpathogene Mikroorganismen. 
In dieser Studie soll die Wirkung derselben Enzymkombination Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf 
die lebenden Zellen von enterohämolysierenden E. coli und drei Salmonella Serovare untersucht 
werden. Dabei werden Wachstumsphasen der statischen Kultur sowie verschiedene 
Enzymkonzentrationen berücksichtigt.  
 
2 LITERATURÜBERSICHT 
2.1 Enzyme 
Die hier eingesetzten Enzyme Trypsin, Chymotrypsin und Papain wirken primär hydrolytisch, sie 
sind aber auch Esterasen und Peptidasen. Ihre Halbwertzeit ist stark vom umgebenden Milieu 
(Temperatur und pH-Wert) und dem eingesetzten Substrat abhängig. In einer Versuchsreihe von 
BRAUN und REHN (1969) mit Zellwänden von E. coli (Ghost) waren 95% der Gesamtreaktion mit 
Trypsin, Chymotrypsin oder Papain nach jeweils 20 Minuten abgeschlossen. 
 
2.1.1 Struktur, Wirkungsweise und Inhibition von Trypsin 
Trypsin ist eine Serinproteinase, die von der Bauchspeicheldrüse in Form der Vorstufe Trypsinogen 
gebildet wird. Zur Aktivierung spaltet die Enteropeptidase im Dünndarm ein Hexapeptid ab, 
wodurch das aktive Zentrum freigelegt wird (KARLSON 1988). Das pH-Optimum liegt bei  
pH 7,5 – 8,5 und die optimale Temperatur bei 37°C. Um der Wirkweise von Endopeptidasen auf die 
Spur zur kommen, wurde in den 70-iger Jahren mit verschiedenen Substraten experimentiert 
(TANIZAWA et al.1970). Die optimale Substratstruktur für das katalytische Zentrum beschrieben 
TANIZAWA et al. (1980) als ein kationisches Molekül mit Acylgruppe. 
Später wurde die katalytische Triade Asparagin 102, Histidin 57, Serin 195 des aktiven Zentrums 
von Trypsin mittels Kristallographie und Enzyminhibitorkomplexen ermittelt (GODZHAEV 1984). 
Die Aktivität des aktiven Zentrums konnte durch spezielle Substrate (N-alpha-(N,N-dimethyl-
carbamoyl)-aza-lysine-p-nitrophenyl-ester) austitriert (SARTORI et al. 1995) werden.  
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Trypsin zeichnet sich durch eine hohe Substratspezifität aus und spaltet insbesondere in der 
Peptidkette nach den basischen Aminosäuren L-Arginin und L-Lysin (PSCHYREMBEL et al. 
1990). Da Trypsin in der Forschung häufig zur Aufklärung von Proteinstrukturen benutzt wird, 
ersetzten COREY et al. (1995) die 57. Aminosäure Histidin durch Alanin und verstärkte damit die 
Hydrolyse von Tri- und Tetrapeptiden. Die verstärkte Hydrolyse von verschiedenen Tripeptid-
verbindungen durch Trypsin und teilweise auch Chymotrypsin begründeten HIWASA et al. (1996) 
mit der Stabilisierung der katalytischen Aktivität und damit auch der Vorbeugung der Autolyse. 
 
Das aktive Zentrum von Trypsin kann durch mechanisches Zermahlen des Pulvers zerstört werden 
(IAKUSHEVA u. DUBINSKAIA 1984).Verschiedene Pflanzen und Mikroorganismen bilden 
Trypsininhibitoren (KOURTEVA et al. 1995, BURFTSEVA u. KOFANOVA et al. 1996). Auch 
körpereigene Stoffe wie z.B. Heparin verursachen einen zeit- und temperaturabhängigen 
strukturellen Umbau von bovinem Trypsin, das dadurch irreversibel denaturiert und unlöslich wird 
(FINOTTI u. MANENTE 1994), wohingegen das α1-Antitrypsin eine reversible Hemmung 
hervorruft. 
 
2.1.2 Struktur, Wirkungsweise und Inhibition von Chymotrypsin 
Auch Chymotrypsin ist eine Endopeptidase, die als Zymogen vom Pankreas gebildet und durch 
proteolytische Umwandlung, hauptsächlich durch Trypsin, aktiviert wird. Seine Aminosäurestruktur 
gleicht der des Trypsin (s. katalytische Triade, HOFFMANN 1984) und konnte durch 
Röntgenstrukturanalyse vollständig aufgeklärt werden (KARLSON 1988). Chymotrypsin entfaltet 
seine optimale Wirkung bei pH 7,5 bis 8,5 und 37°C. Die Endopeptidase spaltet vor den 
aromatischen Aminosäuren Tryptophan, Phenylalanin, Tyrosin und auch vor Leuzin und Methionin 
(PSCHYREMBEL et al. 1990).  
BAUER fand 1980 heraus, dass die Substratpeptide möglichst hydrophob sein müssen und P2 
Aminosäurereste enthalten sollten. Die Substratspezifität von Chymotrypsin ist, im Vergleich zu 
Trypsin, niedriger. Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt in der Reihenfolge Protein < Amide < 
Ester zu und die Stabilität von α-Chymotrypsin lässt sich durch Kalziumionen erhöhen (RICK 
1962). Insgesamt wird die Reaktionsgeschwindigkeit entscheidend von der Anzahl der freien 
aktiven Zentren und der Temperatur bestimmt, wie ALEKSIEV et al. (1985) mit einem kinetischen 
Modell und einer Arrheniusgleichung beweisen konnten. Die optimale Einstellung des neutralen 
pH-Wertes ist auf Grund des intraglobulären elektrischen Feldes wichtig. Das Säure-Basen-Gleich-
gewicht aktiviert das Ionen-Paar Asp102-CO2- / His57-ImH+ durch Freilassen eines Protons zu 
Asp102-CO2- / His57-Im (KRISHTALIK u. TOPOLEV 1984). Durch eine hohe Salzkonzentration 
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verändert sich die Proteinstruktur von α-Chymotrypsin und damit teilweise auch die katalytische 
Aktivität (MAKSIMENKO et al. 1986). 
Durch Interaktion mit Schwermetallen wie beispielsweise Blei oder Silber wird das aktive Zentrum 
zerstört (SAVIN et al. 1971). Die Integrität von α-Chymotrypsin wird durch den Gefrierprozess 
während der Lyophilisation zu 42% zerstört (BURKE et al. 1992). Pflanzliche Serin- und Cystein-
proteinaseinhibitoren in Bohnen verhindern die Zersetzung der Speicherproteine bis zur Keimung 
(OLIVA et al. 1987, HATANO et al. 1996). Ebenso werden im menschlichen Gelenkknorpel Serin-
proteinaseinhibitoren gebildet, die den Proteoglykankomplex schützen (LESJAK u. GHOSH 1984). 
 
2.1.3  Struktur, Wirkungsweise und Inhibition von Papain  
Die Cysteinproteinase Papain wird aus dem Latexsaft der Früchte des in Mexiko heimischen 
Melonenbaumes (Carica papaya) gewonnen. Die Spezifität ist gering und ähnelt im Wirkort dem 
von Pepsin und Chymotrypsin. Im aktiven Zentrum von Papain wird eine freie SH-Gruppe im 
Verlauf der Katalyse acyliert und deacyliert (analog zum Serinrest von Trypsin und Chymotrypsin). 
Es werden Peptide, Amine und Ester hydrolysiert, wobei vor allem Peptidbindungen am 
Carbonlyende von Arginin, Lysin und Phenylalanin gespalten werden (KARLSON 1988). Das pH-
Optimum liegt bei pH 5 wobei diese Endopeptidase gegenüber chemischen (pH 3 – 7) und 
physikalischen Einflüssen (insbesondere Temperaturen bis 60°C) ungewöhnlich stabil ist 
(PSCHYREMBEL et al. 1990). Im molekularen Verband (Mizellen) wird die Aktivität von Papain 
um 20% reduziert, verdoppelt aber in diesem Zustand die Halbwertzeit auf bis zu 24 Tagen im 
Vergleich zum wässrigen System (VICENTE et al. 1994). 1989 veröffentlichten RULLMANN et 
al. eine Atomstudie über das aktive Zentrum von Papain. Entsprechend dieser Studie stabilisiert die 
Proteinmatrix das Zwitterion Cystein 25 und Histidin 159, welches zur Katalyse einen 
Protonentransfer vornimmt. Diese beiden Aminosäuren wurden an zwei sich gegenüberliegenden 
Bereichen des aktiven Spaltes lokalisiert. Durch Veränderung der Spaltgeometrie vermindert sich 
die katalytische Aktivität von Papain (ALTSCHUH et al. 1994). 
 
Papaininhibitoren findet man sowohl in pflanzlichen als auch in Eukaryontenzellen. Getreide bildet 
ein Phytocystatin, das als Inhibitor gegen Cysteinproteinasen wirkt und im Verdauungssekret 
verschiedener Insekten vorkommt (IRIE et al. 1996). Das Bakterium Pseudomonas cocovenenans 
stellt eine Säure her, die als partiell reversibler Inhibitor gegen SH-Proteasen fungiert (MURACHI 
et al. 1982). Im Hühnereiweiß wurde ein Papaininhibitor nachgewiesen, der auch andere 
Cysteinproteinasen hemmt und die immunologische Überreaktion (Arthusreaktion) vermindert 
(KEILOVA u. TOMASEK 1977). Auch in den verschiedenen Geweben von Säugetieren kommen 
Papaininhibitoren vor. So ermittelten JARVINEN (1976, 1978) und JARVINEN u. RINNE (1982) 
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in der Haut von Ratte, Katze, Meerschwein und Mensch zwei Papaininhibitoren die teilweise auch 
Kathepsin C und bovines Trypsin blockieren. Papaininhibitor I2 wurde auch in Muskel, Lunge und 
Dünndarm nachgewiesen. Der Inhibitor ist extrem pH- und temperaturstabil und blockiert über 
Komplexbildung das aktive Zentrum von Papain.  
Auch in entarteten Geweben wie dem Malignen Melanom des Menschen wird ein starker Papain 
und Kathepsin B Inhibitor gebildet (TSUCHIMA et al. 1985). 1996 veröffentlichten KARLSRUD 
et al. eine Möglichkeit der Messung des Plasma Kininogengehalts durch stöchometrische 1:1 
Inhibition von Papain, welches aber auch durch α2-Makroglobulin inaktiviert wird. Folglich könnte 
Papain auch zur Beeinflussung der humoralen Immunität und des Blutdrucks über das 
Angiotensinsystem verwendet werden. 
 
2.1.4 Wirkung von Trypsin, Chymotrypsin und Papain auf Mikroorganismen 
Die proteolytischen Enzyme wirken als erstes auf alle proteinhaltigen Oberflächenanhänge der 
Mikroorganismen ein. So lassen sich Glykoproteine, welche beispielsweise für die Hämaggluti-
nation von E. coli 88 verantwortlich sind, mit Proteasen und Trypsin stark vermindern (MENG et 
al. 1998). Ebenso wird die Aminosäurestruktur von ETEC-Fimbrien (CFA 1 Fimbrien von 
enterotoxigenen E. coli) durch Trypsin und Chymotrypsin gespalten (KLEMM 1982). Einen 
weiteren Angriffspunkt für die enzymatische Verdauung bilden die oberflächlich angelagerten 
Proteintoxine. In diesem Sinne sind das Staphylokokken Enterotoxin A, das durch Papain in 4 
Fragmente zerlegt wird (EZEPCHUK et al. 1982) und die Staphylokokken Protease, welche durch 
Trypsin und Chymotrypsin gespalten wird (KLEMM 1982), betroffen. 
Auch die proteinhaltigen Strukturen von Viren lassen sich auf diese Weise beeinflussen. CHOMIK 
u. SLUSARCZYK behandelten 1988 Influenza-Viren mit Bromelain, die daraufhin keine Spikes 
auf der Oberfläche, keine Neuramidasebildung, keine Inteferonreaktion und keine Hämagglutinine 
mehr erzeugten. Ebenso verhält es sich mit allen Glykoproteiden in der Virushülle. Diese für die 
virale Infektion und Vermehrung essentiellen Proteine lassen sich durch proteolytische Enzyme 
abbauen (ROLLE u. MAYR 1993).  
Der Aufbau der bakteriellen Zellwand wurde unter Verwendung von proteolytischen Enzymen von 
BRAUN u. REHN (1969) erforscht. Nach mechanischer Extraktion des Zytoplasma wurden die so 
entstandenen Ghosthüllen von E. coli mit verschiedenen Enzymen weiter behandelt. Die optische 
Dichte der E. coli Zellwand verkleinerte sich unter Trypsinbehandlung innerhalb von 2 Minuten um 
50% . Wohingegen Papain in derselben Zeit (2 min) nur die Hälfte und Chymotrypsin ca. 10% der 
Wirkung von Trypsin erreichte. Diese Reaktion funktionierte nur während der Lag- und 
exponentiellen Wachstumsphase mit einer Zelldichte von mindestens 108 Zellen/ ml. BRAUN und 
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REHN (1969) vermuteten durch die proteolytischen Enzyme eine Spaltung des Murein-
Lipoproteins der Zellwand. Das Murein-Lipoprotein macht 40% der gesamten steifen Zellwand aus. 
Elektronenmikroskopisch konnte die Trennung der Membranstrukturen in zwei einzelne Schichten 
dargestellt werden (Abb. 2, S. 12), woraus der schnelle Abfall der optischen Dichte resultierte. In 
der stationären Wachstumsphase wurde die Zellwand strukturell so umgebaut, dass auch eine 
verlängerte Behandlung mit Trypsin kaum eine Wirkung zeigte.  
 
Die intakte Außenmembran von lebenden Bakterienzellen ist eine permeable Barriere gegen 
beispielsweise Antibiotika, Gallensalze und proteolytische Enzyme. Nur kleine hydrophile Moleküle 
können sie durch Diffusion überwinden. Ist die Bakterienzellwand infolge enzymatischer Verdauung 
oder anderer Noxen (Chemotherapeutika) lädiert, sind auch die Stoffwechselproteine der Proteolyse 
ausgesetzt. Direkt betroffen sind dann die Fusionsproteine, die zur Endozytose von filamentösen 
Strukturen benutzt werden. Das Fusionsprotein TolQ alkalische Phosphatase (TolQ-PhoA) im 
Periplasma von E. coli ist empfindlich für Chymotrypsin und das TolQ-Protein wird von Trypsin in 
fünf Fragmente (VIANNEY et al. 1994) zerlegt. Weitere Stoffwechselproteine wie beispielsweise die 
Phosphoenolpyrovatcarboxylase (Glykolyse / Glykoneogenese) von E. coli werden durch Trypsin,  
α-Chymotrypsin, Papain und Subtilisin verdaut. Sie können nur teilweise durch eine Bindung an 
AcetylCo A, Fructose 1,6-diphosphat und Guanosintriphosphat beschützt werden (KAMESHITA et 
al. 1979). Umgekehrt ist die Verbindung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) mit 
seinem Rezeptorprotein für die Proteolyse durch Trypsin, Subtilisin und S. aureus V8 Protease 
empfindlicher. Ist das cAMP Rezeptorprotein an den DNA-Strang gebunden, kann nur noch 
Chymotrypsin angreifen. 
Häufig spalten die Enzyme auch Toxine von pathogenen Erregern. So werden das von 
SHINAGAWA et al. 1991beschriebene Lebensmittelgift Bacillus cereus mouse lethal toxin 
(Enterotoxin), das extrazelluläre hämolysierende Toxin von Aeromonas salmonicida (NOMURA et 
al. 1988) und das Streptolysin O von Streptococcus pyogenes (TAPSALL u. PHILLIPS 1984) durch 
Trypsin zerstört. Ebenso destruieren Trypsin, Chymotrypsin und Papain das von Carnobacterium 
piscicola gegen Enterokokken und Listerien produzierte Piscicolin (SCHILLINGER et al. 1993) und 
die Fähigkeit von Staphylococcus aureus sowie verschiedenen Streptokokken spp. Fibronektin zu 
binden (SPEZIALE et al. 1984). Verschiedene Salmonella Serovare produzieren ebenfalls 
extrazelluläre proteinhaltige Virulenzfaktoren. So wird das von ASHKENAZI et al. (1988) 
beschriebene Zytotoxin von S. Typhi , S. -Enteritidis und S.-Choleraesuis, das Enterotoxin von  
S. -Typhimurium (RAHMAN et al. 1994) und ein Faktor von S. -Enteritidis (BRIGOTTI et al. 1993), 
welcher Ribosomen irreversibel inaktiviert, durch Trypsin und Papain zerstört. Andererseits 
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bewirken Trypsin, Chymotrypsin und Papain eine Steigerung der hämolytischen Aktivität beim 
zytolytischen Toxin ElT (cytolysin / haemolysin) von Vibrio cholerae (NAGAMUNE et al. 1996). 
 
Verschiedene Pflanzen und Mikroorganismen wie z.B. Trypanosoma brucei, bilden 
Trypsininhibitoren zum Überleben im Wirt (IMBUGA et al. 1992). So produzieren Streptomyces 
spp. bei der suboptimalen Wachstumstemperatur von 18°C und in Anwesenheit von 
Stickstoffquellen wachstumsphasenabhängig Papain- und Trypsininhibitoren (KOURTEVA et al. 
1995) und Yersinia pseudotuberculosis bildet einen Trypsininhibitor, der bis max. 37°C und pH 1-9 
stabil ist (BURFTSEVA u. KOFANOVA 1996). Das Bakterium Pseudomonas cocovenenans stellt 
eine Säure her, die als partiell reversibler Inhibitor gegen SH-Proteasen fungiert (MURACHI et al. 
1982). E. coli bildet das periplasmatische Protein Ecotin, welches über 30 Minuten 100°C und  
pH 1 übersteht. Dieses in allen Wachstumsphasen in gleich bleibender Konzentration vorkommende 
Ecotinmolekül kann 2 Trypsin Moleküle binden und vollständig inaktivieren. Ebenfalls inhibiert 
werden Chymotrypsin, Elastase, aber nicht Kallikrein, Papain, Pepsin, Subtilisin, Thermolysin und 
S.-aurerus V8 Protease (CHUNG et al. 1983). 
Erst in jüngerer Zeit konnte die direkte hemmende Wirkung von proteolytischen Enzymen auf die 
Überlebensrate (KbE) euterpathogener Mikroorganismen, die Kettenlänge von Streptokken und die 
Pseudohyphenbildung von Hefen durch eine Trypsin-Chymotrypsin-Papain Kombination bewiesen 
werden (KRÜGER et al. 1999). In dieser und anderen Untersuchungsreihen wurde auch die 
Wirkung der proteolytischen Enzyme auf pathogene Mikroorganismen erforscht. Wird etwa 
bovines Laktoferrin mit Pepsin, Trypsin oder Papain fermentiert, steigert sich die antimikrobielle 
Wirkung auf E.-coli um das 8-fache (TOMITA et al. 1991).  
 
2.1.5 Anwendungsgebiete von Trypsin, Chymotrypsin und Papain 
Proteolytische Enzyme werden heute in vielfältiger Weise in Forschung und Therapie eingesetzt. Ein 
Beispiel für angewandte Enzymtherapie ist das Gebiet der Wundheilung (STEFFEN et al. 1990). 
Hier werden Proteinasen in Kombination mit Antibiotika zur Abwehr von Nekrosen, zur Hydrolyse 
von Proteinkoagula in infizierten Wunden (RODEHEAVER et al. 1975) und anschließend 
verbesserter Absorption von Antibiotika eingesetzt. Bei der Behandlung von Entzündungen 
verhindern Trypsin, Chymotrypsin und Papain entzündliche Ödeme (UHLING u. SEIFERT 1981) 
sowie die Exsudation (NUSSBAUM u. HEISSLER 1978). Gleichzeitig wird die fibrinolytische 
Aktivität des Blutes nach i.v. Injektion von Wobenzym (BAYERLE 1969) erhöht. Die immun-
modulierende Wirkung verschiedener Proteasen wurde ebenfalls erforscht (NEUHOFER 1986). So 
können Immunkomplexe bei chronischer Polyarthritis lysiert werden (STEFFEN u. MENZEL 1985) 
und das Akut-Phase-Protein Haptoglobin durch die Trypsin-Chymotrypsin-Papain Kombination stark 
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erhöht werden. In der Krebstherapie werden proteolytische Enzyme zum Abbau des entarteten 
Gewebes (STOJANOW et al. 1971) und wegen des antimetastatischen Effekts (BATKIN et al. 1988) 
verwendet. Aus der Praxis wurden gute Erfolge bei der Enzymtherapie der Pyogenesmastitis 
(BLACK 1977), bei der Verkürzung der Krankheitsdauer der enzootischen Pneumonie beim Rind 
(MAIR u. PRINZ 1979) und bei der beschleunigten Ausheilung des MMA-Syndroms, der 
Ferkelgrippe und der Ferkeldurchfälle (HERBST u. PRINZ 1979) erzielt. Aber auch der Einsatz in 
der Ophthalmologie (SAMSONOV et al. 1985) zur Linderung des Glaukoms oder die direkte 
Wirkung von Trypsin und Chymotrypsin auf den Blutdruck beim Hund (WILLIAMS et al. 1991) und 
die positiven chronotropen und inotropen Effekte am Meerschweinherz (IMAI et al. 1987) zeigen das 
weite Einsatzgebiet von proteolytischen Enzymen. Gereinigtes Papain (Papayotin) wird als 
Digestivum bei Mangel an Pepsin oder als Chymopapain zur Chemonukleolyse (neuro-chirurgisches 
Verfahren, bei dem der Nucleus pulposus enzymatisch aufgelöst wird) verwendet. In der Diagnostik 
demaskiert Papain Kryptantigene der Erythrozytenoberfläche, welche dadurch als inkomplette 
Hämagglutinine wirksam werden können. In der Forschung nutzt man die Papainspaltung des IgG 
zur Herstellung der Fab- und der Fc- Bruchstücke (PSCHYREMBEL 1990). 
 
2.2 Die Bakterienstämme und ihre speziellen Eigenschaften 
2.2.1 Methoden zur Kultivierung von Mikroorganismen in der Mikrotiterplatte 
Die Einführung von Pipettiergeräten und Mikrotiterplattenreader zur Messung der optischen Dichte 
in Kombination mit Computerprogrammverarbeitung macht es möglich, eine größere Menge an 
Analysen parallel auszuführen. Schon 1989 benutzte MENZEL das System zur Untersuchung der 
Modulation von Genexpressionen und regte an, das Versuchsmodell auch für bakterielle Zellkultur-
techniken zu verwenden. Mittels der optischen Dichte wurden verschiedene Untersuchungen zum 
Stoffwechsel von Bakterien, wie beispielsweise der Effekt von verschiedenen Methionin-quellen 
auf das Wachstum von Pansenbakterien (HEGEDUS et al. 1995) oder kinetische Untersuchungen 
zur β-Galaktosidaseaktivität von E. coli in 96-Loch Mikrotiterplatten (ARVIDSON et al. 1991) 
durchgeführt. Auch Umwelteinflüsse wie Temperatur, NaCl-Konzentration und pH-Wert auf das 
Wachstum von Bakterien wie beispielsweise Aeromonas hydrophila (McCLURE et al. 1994), 
wurden mittels der optischen Dichte in Mikrotiterplatten gemessen und aus den Werten der 
optischen Dichte und der Überlebensrate (KbE) Wachstumskurven erstellt. LEE et al. (1995) 
versuchten über die Tetrazolium Farbreaktion als Indikator für ausschließliche Kohlenstoffnutzung 
eine schnelle Identifikation von Bakterienstämmen in der Mikrotiterplatte zu erreichen. Anhand der 
Länge der Lag-Phase vor dem Farbumschlag wurde die Größe des Inokulums zurück gerechnet.  
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In jüngerer Zeit wird mit Hilfe der Messung der optischen Dichte und Erstellung von 
Wachstumskurven häufig auch die Wirkung antibakterieller Stoffe oder Methoden erforscht 
(PFEIFER et al.1994, WALBERG et al. 1996). Zur automatischen Wachstumsanalyse von 
einzelnen hitzegeschädigten Salmonellenzellen verteilten STEPHENS et al. (1997) eine Kolonie in 
Reihenverdünnungen auf Mikrotiterplatten. Durch Messung der optischen Dichte wurden 
Wachstumskurven erstellt und die Lag-Phase sowie die Rekonvaleszenszeit (mindestens 10 Stunden 
für die effektivsten Nährmedien) berechnet. 
 
2.2.2 Wachstumsphasen der Mikroorganismen in der statischen Kultur 
In der vorliegenden Studie wurde für den Zeitpunkt der Applikation der Enzyme die 
Wachstumsphasen der Bakterien in der statischen Kultur berücksichtigt. Das Wachstum als 
irreversibler Vorgang der Zunahme an lebender Substanz zielt bei Bakterien primär auf die Erhöhung 
der Zellanzahl ab. Dabei läuft das Wachstum innerhalb eines bestimmten Lebensraumes 
(Kultivierungsgefäß) in Phasen ab, die von Milieufaktoren wie Nährstoffangebot, Temperatur und 
pH-Wert bestimmt werden.  
Schlegel ermittelte 1981 (in ROLLE u. MAYR 1993) für die statische Kultur eine sigmoidale 
Wachstumskurve, die sich in die Anlauf (Lag-) Phase, die exponentielle (log-) Phase, die stationäre 
Phase und die Absterbephase einteilen lässt (Abb. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1 Wachstumsphasen der statischen Kultur 
Während der Lag-Phase passen sich die Bakterienzellen zunächst dem neuen Milieu an. Nach einer 
primären Volumenzunahme organisieren sich die Zellen im Inneren um, wobei das Zytoplasma 
differenziert wird und eine Zunahme an RNS festgestellt werden kann. In der exponentiellen Wach-
stumsphase kommt es zur Vermehrung durch Zweiteilung, die in Abhängigkeit von der 
Generationszeit des Bakterienstammes zum explosionsartigen Anstieg der Zellanzahl führen kann. 
Durch den Verbrauch der Nährstoffe endet in der stationären Phase die Zellvermehrung, die 
Lag-
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Lebensfähigkeit wird aber durch Speicherstoffe der Zelle noch erhalten. Erst in der Absterbephase 
tritt der Zelltod ein. Eingeleitet durch Autolyse infolge eigener Verdauung wird der Zelltod häufig 
durch entstandene Abfallprodukte wie Säuren verstärkt (ROLLE u. MAYR 1993).  
Über die wachstumsphasenabhängigen Reaktionen von Bakterien existieren viele Untersuchungen. 
Diphasische S.-Typhimurium Stämme bilden in Abhängigkeit des Nährmediums und der 
Wachstumsphase verschiedene Flagellentypen und damit auch verschiedene Antigentypen aus 
(IINO et al. 1975). Auch E. coli (O6:K13) bildet nur während der stationären Wachstumsphase 
mannosesensitive Typ 1 Pili (ESHDAT et al. 1981).  
Der Stoffwechsel wird ebenfalls in Abhängigkeit der Wachstumsphasen verändert. So konnten 
NOLLING u. REEVE (1997) in allen außer der frühen exponentiellen Phase eine wachstums- und 
substratabhängige Transkription der Dehydrogenasen von Methanobakterien nachweisen. Das von 
Pediococcus damnosus gebildete Pediocin gegen Lebensmittelvergifter (GREEN et al. 1997) wird aus-
schließlich während der gesamten exponentiellen Wachstumsphase gebildet. Offensichtlich werden die 
verschiedenen Wachstumsphasen auch vom Erbgut der Zelle gesteuert, da die Promotorgene spv und 
dps die stationäre Wachstumsphase von Salmonellen induzieren (MARSHALL et al. 1999). 
 
2.2.3 Spezielle Eigenschaften von Escherichia coli 
2.2.3.1 Bedeutung und Vorkommen von E. coli 
Die 1885 von Escherich im Stuhl von Säuglingen entdeckten Mikroorganismen gehören zu den am 
häufigsten angezüchteten und am besten erforschten Bakterien (SELBITZ 1992). Die wichtigsten 
Antigene sind: 
1. somatische, hitzestabile O-Antigene, die ein Bestandteil des LPS der Zellwand sind  
2. die nach ihrer Hitzeempfindlichkeit eingeteilten Polysaccharide der Kapsel 
3. Fimbrienproteine 
4. Geißelproteine der beweglichen E. coli Stämme. 
Pathogenetisch entscheidend sind auch die Endotoxine, Adhäsionsfaktoren, Enterotoxine, 
Zytotoxine und das Invasionsvermögen. Während die Endotoxine als Lipopolysaccharide bei allen 
gramnegativen Bakterien über die Lipid-A-Komponente des LPS-Komplexes an die Zellwand des 
Erregers gebunden sind, werden die Enterotoxine als Exoproteine in der Schleimhaut des Darmes 
aktiv. Das pathogenetische Prinzip besteht in der Umkehr des Wasser- und Elektrolyttransportes, 
was damit zur Hypersekretion und Diarrhoe führt (SELBITZ 1992). 
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Gleichwohl gelten Enterobakterien und speziell E. coli auch als Kommensale, die erst im 
Ausnahmefall pathogen für den Wirt werden. Eine Übersicht über Zusammensetzung und Gehalt 
der humanen Darmflora erarbeiteten SONNENBORN u. GREINWALD 1995: 
 
MDK-Segment Keimgehalt in KbE/ml hauptsächliche Keimflora 
Magen / 
Duodenum 
 
101 - 103 
Hefen 
Laktobazillen 
Streptokokken 
 
Jejunum / 
Ileum 
 
104 – 108 
Bacteroides 
Bifidobacterium 
Coliforme 
Fusobacterium 
Laktobazillen 
Streptokokken 
 
Kolon 
 
1010 – 1012 
Bacteroides 
Bifidobacterium 
Coliforme 
Clostridien 
Eubacterium 
Fusobacterium 
Hefen (u.a.) 
 
Diese Keime gelangen über den Kot in die Umwelt. Deshalb werden Darmbakterien wie 
Enterococcus faecalis oder E. coli als Indikatorkeime für fäkale Verunreinigung beispielsweise im 
Trinkwasser oder im Lebensmittelbereich verwendet. 
Der natürlichen gastrointestinalen Flora stehen verschiedene Barrieren des Wirtes gegenüber. Die 
Darmwand als epitheliale Barriere mit Schleimlayer an der Mucosaoberfläche, Glykokalix, Tight 
junctions, Lysosomen und Basallamina verhindert mechanisch den unmittelbaren Übertritt der 
Keime in den Blutkreislauf. Dazu kommen unspezifische Abwehrmechanismen des Wirtes wie pH-
Wert, O2-Gehalt, Peristaltik, Villikontraktionen, Schleimsekretion, Salzgehalt der Gallensäure, 
Magensäure und der Pankreassaft (SEIDLER 1998). Wird dieses natürliche Gleichgewicht gestört, 
können Enterobakterien eine Erkrankung auslösen. Hierzu benötigen sie eine besondere Tenazität in 
der Umwelt und sind häufig speziell an den Wirt angepasst.  
 
2.2.3.2 Wesentliche Artmerkmale von E. coli 
Der erste Angriffspunkt für die proteolytischen Enzyme ist die Außenmembran. Diese wird von 
vielen Erregern mit K1 Kapselpolysacchariden vor der Zerstörung durch natürliche Proteolyse und 
Immunabwehr des Magen-Darm-Traktes des Wirtes geschützt. Die K1 Kapsel ist resistent gegen 
Phagozytose und kann nur über den klassischen Weg der Komplementaktivierung opsoniert werden 
(BORTOLUSSI et al. 1979).  
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Als nächster Angriffspunkt für die proteolytischen Enzyme bieten sich die von den meisten patho-
genen E. coli gebildeten Fimbrien an. Diese Kolonialisationsfaktoren sind als spezielle Fimbrien-
adhäsine bei pathogenen intestinalen E. coli überwiegend auf transferablen Plasmiden kodiert 
(HACKER 1992). Dazu gehören K88, K99, die Kolonialisations-Faktor-Antigene (CFA1/2) und die 
EHEC Fimbrien. Das CFA/1 von enterotoxischen E. coli (ETEC O78:H11) kann durch Hitzedenatu-
rierung in mehrere Untereinheiten getrennt werden. Eine 15 kDa-Einheit sitzt an der Spitze der über 
den gesamten Bakterienkörper verteilten Fimbrien und ist als einzige für die Zellrezeptoren erreichbar. 
So bildet dieser Fimbrienteil die Untereinheit für Adhäsion und ist für die Hämagglutination 
verantwortlich (BUHLER et al. 1991). Alternativ können Adhäsine Eukaryontenzellen unabhängig 
von den Rezeptoren für Erythrozyten binden. Die mit Durchfall assoziierten E. coli F 1845 Fimbrien 
heften an verschiedene Epithelzellen an (BILGE et al. 1993). Dabei ist die Anheftungsstärke von 
E.-coli O157:H7 auf den verschiedenen Gewebearten wie Muskelgewebe von Rindfleisch und Rinder-
fett gleich stark (CABEDO et al. 1997). Die Fimbrien werden unter Phasenvariation gebildet, kommen 
daher selten gleichzeitig vor und können sich auch gegenseitig beeinflussen (crosstalk). Ihre Biogenese 
ist von äußeren Faktoren und häufig auch von der Wachstumsphase abhängig (HACKER 1992). Sie 
werden vornehmlich unter nährstoffarmen Bedingungen exprimiert (LOW et al. 1996). Auf der 
Oberfläche von E. coli Feldstämmen befinden sich ca. 500 Fimbrien, die ca. 2 µm lang sind und 
jeweils aus ca. 1000 Proteinuntereinheiten bestehen (KLEMM 1985). Die meisten Fimbrien zeigen die 
Fähigkeit zur Hämagglutination und werden nach ihrer Morphologie, Serologie (F Gruppe) und 
Rezeptorspezifität (z.B. mannosesensitiv) benannt. Die für die Hämagglutination von E. coli K88 
verantwortlichen Glykoproteine lassen sich mit Proteasen und Trypsin, sowie durch 
Galactosylrückstände, wie sie beispielsweise in intestinalen Muzinen vorkommen, stark vermindern 
(MENG et al. 1998). Bei Enterotoxin bildenden E. coli ist die Determinate zur Toxinbildung und die 
Information zur Fimbrienbildung häufig auf dem selben Plasmid kodiert. So spielen die 
plasmidkodierten Fimbrien von EHEC zusammen mit der Bildung großer Mengen von Shiga-like 
Toxin I und II (Verotoxin) eine Rolle im Pathogenitätsprozess (HACKER 1992).  
 
Einen weiteren Angriffspunkt für proteolytische Enzyme bildet die Zellwand an sich. Poren bildende 
Eiweiße (Porine) erleichtern dem Zytoskelett der Bakterienzelle die Diffusion lebensnotwendiger 
Stoffe. Diese permeable Barriere benutzt zur Aufnahme von größeren filamentösen Strukturen ein 
TolQ 230 Aminosäureprotein, welches durch Trypsin und Proteinase K zerlegbar ist. Die zur 
Endozytose erzeugten Fusionsproteine sind empfindlich für Chymotrypsin (VIANNEY et al.1994).  
Schon 1969 wurde der Aufbau der E. coli Zellwand nach Enzymbehandlung und Messung der 
optischen Dichte erforscht (BRAUN u. REHN 1969). Trypsin spaltet das Murein-Lipoprotein der 
Zellwand, so dass nur noch Lysin als terminale Aminosäure des Lipoproteins an jedem 10. Murein  
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verbleibt. Elektronenmikroskopisch konnte die Trennung der Membranstrukturen in zwei einzelne 
Schichten dargestellt werden (Abb. 2), woraus ein schneller Abfall der optischen Dichte resultiert. 
 
 
Abbildung 2 Elektronenmikroskopische Aufnahme von E. coli  Zellwand nach Versuchen 
von BRAUN u. REHN 1969   (x162800 Vergrößerung) 
  A)  intakte E. coli Zellwand  
  B)  E. coli Zellwand nach Behandlung mit Trypsin 
A 
B 
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2.2.3.3 Eigenschaften des enterohämolysierenden E. coli  
Der in dieser Studie untersuchte enterohämolysierende E. coli (EHEC) ist bei den 
landwirtschaftlichen Nutztieren und dem Menschen Bestandteil der physiologischen Darmflora 
(BLANCO et al. 1996). 1982 wurde der Erreger E. coli O157:H7 erstmalig beschrieben. Heute 
werden zur Gruppe der enterohämolysierenden E. coli alle Serovare mit plasmidkodierten 
Enterohämolysinen gezählt. Durch die Bildung des Enterohämolysins werden die Erreger obligat 
pathogen.  
Die Infektionsdosis liegt bei 102 Keimen/ ml. EHEC O157:H7 ist relativ umweltresistent und seine 
Säuretoleranz erhöht sich am Ende der logarithmischen Wachstumsphase von pH 5 auf pH 3 
(ARNOLD u. KASPAR 1995). Die Infektionskette verläuft häufig über Lebensmittel oder von 
Mensch zu Mensch. Im Referenzzentrum in Würzburg, Inst.  f.  Hygiene und Mikrobiologie, wurden 
in 1 - 5% der Stuhlproben von Enteritispatienten in der Regel durch Rohmilch übertragene EHEC 
gefunden (BOCKEMÜHL u. KARCH 1996). Klinische Symptome beginnen mit leichtem 
Durchfall und können von schwerer Gastroenteritis bis zur hämorrhagischen Kolitis mit 
hämolytisch-urämischem Syndrom verschieden schwere Krankheitsbilder verursachen (BLANCO 
et al. 1996). 
 
Bei Untersuchungen zur Verbreitung des Erregers waren in Galizien (Spanien) bei 14% der Kälber 
und 35% der Kühe STEC nachweisbar (BLANCO et al. 1996). In Nordirland sind durchschnittlich 
31% der Kühe besiedelt (BALL et al. 1994); in Deutschland sind es durchschnittlich 35% (0%  - 
86%) (WEBER et al. 1997) und 48% des untersuchten Rindfleisches ist kontaminiert (RICHTER et 
al. 1997). GEUE et al. (2002) untersuchten in einer Langzeitstudie die Prävalenz verschiedener 
Virulenzfaktoren von EHEC in 4 norddeutschen Rinderbeständen. Von 2163 Kotproben waren 
44,8% stx1/2 (Shigatoxin) positiv, 28% espP (extrazelluläre Serinprotease) positiv, 26,5% enthielten 
das EHEChylA Hämolysin, 8% das katP Gen (Katalase-Peroxidase) und 6,2% waren eae (effacing 
Gen) positiv. 2,3% aller Kolonien enthielten gleichzeitig alle für EHEC charakteristischen 
Virulenzmarker. Bei der Serotypisierung aller Virulenzmarker tragenden EHEC war die Serogruppe 
O:26 mit 23,7% am stärksten vertreten und konnte in allen untersuchten Rinderbeständen 
nachgewiesen werden. Weitere Serogruppen wie O:165, O:157, O:156, O:20 wurden sporadisch 
nachgewiesen. Der Serotyp O:157 gilt in der Humanmedizin (in Europa) als der am häufigsten die 
Enterohämolyse auslösende E. coli. Ein gegen Gentamycin, Chloramphenicol und Streptomycin 
resistenter O:26 aus dieser Feldstudie wurde als EHEC Stamm in der hier erstellten 
Wachstumsanalyse mit Enzymapplikation getestet. 
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2.2.4 spezielle Eigenschaften von Salmonellen 
2.2.4.1 Bedeutung und Epidemiologie von Salmonellen 
Salmonellen gehören weltweit zu den häufigsten Erregern von Tierseuchen und Zoonosen, wobei 
ihre primäre Bedeutung als Seuchenerreger des Menschen in den entwickelten Ländern stark 
zurückgegangen ist. Ihre wirtschaftliche Rolle liegt im teilweise hohen Durchseuchungsgrad und 
schwerpunktartig akuten Erkrankungen bei Massentierhaltungen. Seit 1982 werden die bis dahin in 
unterschiedliche Spezies und Subspezies aufgeteilten Salmonellenstämme zur Spezies Salmonella  
zusammen gefasst und durch das Kauffmann-White-Schema in Serovare nach O-Antigenen und  
H-Antigenen eingeteilt (SELBITZ 1992). Die somatischen O-Antigene sind 
Lipopolysaccharidkomplexe der Zellwand und die H-Antigene entsprechen den thermolabilen 
Proteinen der Geißeln (ROLLE u. MAYR 1993).  
Auf Grund der Anpassungsgrade an bestimmte Wirte werden vier epidemiologische Gruppen 
gebildet: 
1. Streng an bestimmte Wirte adaptierte Salmonella Serovare 
• S. Typhi, S. Parathyphi A, B und C lösen nur beim Menschen typhöse 
Allgemeinerkrankungen aus und sind für Tiere bedeutungslos. 
• S. Gallinarum ist der Erreger des Hühnertyphus, welcher in der Regel chronisch mit  
Organmanifestation in Eierstock, Hoden und parenchymatösen Organen verläuft. 
• S. Pullorum ist der Erreger der weißen Kükenruhr, welcher bei drei bis fünf Tage alten 
Küken (bis zur vierten Lebenswoche) Durchfall und Allgemeinstörungen mit hoher 
Verlustrate verursacht. 
• S. Abortusovis verursacht das Verlammen im vierten bis fünften Trächtigkeitsmonat, 
pueperale Komplikationen und die Geburt lebensschwacher Lämmer. 
•  S. Abortusequi ist ein hochgradig an das Pferd angepasstes Serovar, welches Verfohlen 
im siebten bis zehnten Trächtigkeitsmonat auslöst. 
2. Stark an bestimmte Tierarten adaptierte Salmonella Serovare lösen tierartspezifische Erkrankungen 
aus, mit geringer Tendenz zum Befall anderer Tierarten und des Menschen 
• S.  Dublin ist an das Rind angepasst und verursacht besonders bei Kälbern im Alter von 
zwei bis acht Wochen zyklische Allgemeininfektionen. Infektionen von Schweinen, 
Schafen, Pferden und Menschen kommen selten vor. 
• S. Choleraesuis ist an das Schwein angepasst und verursacht hauptsächlich bei zwei bis 
vier Monate alten Absatzferkeln akute Infektionen mit Fieber, Erbrechen und Durchfall. 
Die Virulenz dieses Serovar ist auch für den Mensch gegeben. 
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3. Serovare ohne spezielle Wirtadaptation mit unterschiedlicher, oft geringer Virulenz.  
Die Mehrzahl aller heute bekannten Serovare gehört in diese Gruppe und löst bei Tieren 
Enteritiden und beim Menschen Lebensmittelvergiftungen aus. 
4. Nicht wirtadaptierte Serovare, die durch Stämme mit hoher Virulenz Salmonellosen bei Mensch 
und Tier vorwiegend in Risikogruppen auslösen. 
• S.-Typhimurium ist für Mensch, Rind, Schwein und Wirtschaftsgeflügel ein bedeutender 
Salmonelloseerreger, welcher sich noch stärker im Magen-Darm-Kanal manifestiert als 
S.-Enteritidis.  
• S.-Enteritidis kann bei Mensch und Tier Infektionskrankheiten (Erbrechen, Durchfall, 
Kopfschmerz) mit oft seuchenhaften Krankheitsverläufen bei Risikogruppen auslösen.  
 S.-Enteritidis und S.-Typhimurium spielen als Zoonoseerreger eine besondere Rolle bei 
Lebensmittelinfektionen. 
 
Das Habitat der Salmonellen ist der Darm von Mensch und Tier. Nach Untersuchungen von PLYM-
FORSHELL u. EKESBO (1996) können Salmonellen in Urin fünf Tage und in getrocknetem Kot je 
nach Matrix bis zu sechs Jahren überleben. Die Infektion erfolgt in der Regel oral über Lebens- 
bzw. Futtermittel.  
Bei landwirtschaftlichen Nutztieren kann man drei Infektionskreise mit einer gewissen 
Eigengesetzlichkeit einteilen (ROLLE u. MAYR 1993): 
a. Enzootischer Infektionskreis: durch Ausscheidung kranker Tiere oder klinisch gesunder 
Ausscheider erfolgt eine Kontamination von Futter und Tränke. Der für tierartspezifische 
Salmonellosen typische Prozess erhält sich durch die relative Umweltresistenz des Erregers 
und durch symptomlose Dauerausscheider wie adulte Rinder, Schweine oder Hühner. 
b. Kontamination von Tränke, Heu und Weidegras mit Siedlungsabwässern durch 
Berieselung und Überschwemmungen. Diese Infektkette ist häufig im Zusammenhang 
mit S.-Dublin und S.-Typhimurium anzutreffen. 
c. Kontamination mit salmonellenhaltigen Mischfuttermittel tierischer und pflanzlicher 
Herkunft, welche häufig aus Importen stammen. Die eher selten vorkommenden 
Salmonella Serovare verursachen häufig latente Infektionen und die Infektkette reißt 
nach kurzer Zeit ab.  
 
In wieweit nach erfolgter Infizierung des Wirtes die Erkrankung ausbricht, hängt entscheidend von 
dessen Resistenzlage, der Pathogenität und Virulenz des Infektionsstammes und der Infektionsdosis 
ab. Zu den epidemiologisch bedeutsamen Eigenschaften der Salmonellen gehört es, dass sie im 
Organismus des Wirtes über längere Zeit vorkommen, ohne Krankheitserscheinungen auszulösen. 
Solche Keimträger sind primär adulte Tiere, wohingegen die Salmonellose mit klinischer 
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Manifestation eher die Jungtiere trifft. Besonders bei den nicht adaptierten Salmonella Serovaren 
spielen Infektionsdosis und infektionsbegünstigende Faktoren für die Entstehung einer 
Salmonellose eine große Rolle. 
 
2.2.4.2 Wesentliche Artmerkmale von Salmonellen 
Die wichtigsten Virulenzfaktoren der Salmonellen sind ihre Beweglichkeit über Geißeln, die 
Fähigkeit an die Darmschleimhaut durch Fimbrien zu haften, die Invasivität (intrazellulärer 
Parasitismus), ihre Serumresistenz, ihre Zytotoxine und ihre Enterotoxine. Bei Untersuchungen von 
DINJUS et al. (1998) besaßen von elf gängigen Salmonella Isolaten aus Kälberorganen und 18 
seltenen Serovaren von Gewürzen alle Serovare die genetische Information für Invasine und 
Toxine. Sie konnten alle an Epithelzellen anheften, penetrieren, sich vermehren und innerhalb der 
Zelle überleben. Nach spezieller Co-Kultivierung konnte auch bei allen untersuchten Serovaren eine 
Toxinbildung nachgewiesen werden. Von 26 getesteten Salmonella enterica Stämmen enthielten 
alle das Enterotoxingen stn, welches aber nur bei 34% auch exprimiert wurde. Demgegenüber besaß 
S.-bongori dieses Gen nicht (RAHMAN 1999). Dieses für Trypsin empfindliche Zytotoxin hemmt 
die Proteinsynthese von Epithelzellen der Darmmucosa schon nach einer Stunde (KOO et al. 1984). 
So wird auf molekularer Basis die Zerstörung der Wirtzelle vorbereitet und spätestens nach 24 
Stunden beginnen beispielsweise Verozellen die Membranintegrität zu verlieren.  
Bei Untersuchungen über die zytotoxische Aktivität von 131 Salmonella Stämmen (ASHKENAZI 
et al. 1988) ergab sich folgende Reihenfolge der Aktivität (p < 0,001) (am schwächsten) S.-Typhi < 
S.-Enteritidis < S.-Choleraesuis.  
Salmonella Invasionsproteine (Sip), wie Sip B, C und D, sind essentiell für die Fähigkeit zur Invasion 
in Epithelzellen. Diese und ein zweites Sekretionssystem, das Salmonella Außenmembranprotein 
(Sop) für große filamentöse Proteinaggregate, können Angriffspunkte für proteolytische Enzyme 
sein. Kultiviert man eine S.-Dublin Mutante, bei der die Sip genetisch inaktiviert wurden, so entstehen 
nur die Sop als invasionsassoziierte sekretorische Proteine. Die Sop lassen sich in fünf Unter-
einheiten einteilen. SopE schleust unter Mithilfe von Sip extrazelluläre Salmonellen in das 
Zytoplasma der Targetzelle. Die Sop können aber ohne die Mitwirkung der Sip die Wirtzelle nicht 
infizieren (WOOD et al. 1996). Bei der Untersuchung der Invasionsfähigkeit (WALLIS et al. 1999) 
verschiedener Salmonella Serovare wurden unabhängig von der Wirtadaptation S.-Dublin, 
S.-Choleraesuis, S.-Gallinarum und S.-Abortusovis innerhalb der Darmmucosa und der Lymphknoten 
von Rinderdarmschlingen in ähnlicher Anzahl gefunden. Folglich sind das Ausmaß und der Weg der 
intestinalen Infektion nicht an die serotypische Wirtadaptation gebunden, wohl aber die 
Enteropathogenität. Durch Entfernen verschiedener Gene im Bereich der die Virulenzfaktoren 
kodierenden DNA-Inseln, den sogenannte Salmonella pathogenic Island (SPI) von S.-Dublin und 
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S.-Typhimurium, wurde die Sekretion von Salmonella Invasionsprotein (Sips) und Salmonella 
Außenmembranprotein (Sops) blockiert und damit die Invasivität und Enteropathogenität stark 
vermindert.  
 
2.2.4.3 Bedeutung und Serovarmerkmale von S.  Dublin 
S.-Dublin ist an das Rind angepasst und verursacht bei Kälbern im Alter von zwei bis acht Wochen 
zyklische Allgemeininfektionen mit Fieber über 41°C, Durchfall, Pneumonie und nach Septikämie 
auch Gelenkentzündungen. Bei Färsen und Kühen können Aborte mit massiver 
Erregerausscheidung auftreten.  
Durch die Verordnung zum Schutz gegen die Salmonellose des Rindes besteht Anzeigepflicht. 
S.-Dublin kann durch nicht pasteurisierte Milch und Käse, infizierte Leber und Rindfleisch auf den 
Menschen übertragen werden (LESTER et al. 1995). Die klinisch mikrobiologische Abteilung des 
dänischen Landesministeriums Kopenhagen stellte in 1% der zoonotischen Salmonellosen aus 
Kotproben S.-Dublin fest. Bei septischen Salmonellosen des Menschen (Blutproben) handelte es 
sich durchgehend um S.-Dublin (ERIKSEN u. JAKOBSEN 1989).  
Zur Prophylaxe wurden komplexe mehrjährige Immunisierungsprogramme entwickelt (SELBITZ 
1992). 1993 wurden in 12% aller kalifornischer Herden (70 von 701 Herden) mindestens eine Kuh 
mit S.-Typhimurium oder S.-Dublin nachgewiesen, in ungeimpften Herden reagieren 72% 
seropositiv (60% persistent) was aber kaum einen Unterschied zu geimpften Herden ergab (SMITH 
et al. 1994).  
Die molekular evolutionäre Genetik von S.-Dublin zeigt nach der Untersuchung der Genlokalisation 
von 24 Enzymen bei 170 Isolaten drei Varianten (SELANDER et al. 1992). Du-1 kommt zu 95% 
bei Rind und Schwein in den USA vor und ist global verbreitet. Das Kapselpolysaccharid (Vi-
Antigen) ist auf Du-3 begrenzt und kommt fast ausschließlich in England und Frankreich vor. 
 
Im Gegensatz zu E. coli besitzen Salmonellen kein Kapselantigen, ausgenommen das bereits 
erwähnte aus Lipoproteinen bestehende Vi-Antigen der Serovare Tpyhi, Paratyphi und einige 
Stämme des Serovar Dublin. Das Vi-Antigen verursacht die Inagglutinabilität der O-Antigene 
(ROLLE u. MAYR 1993) und eine verlängerte Generationszeit. 
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2.2.4.4 Bedeutung und Serovarmerkmale von S. Typhimurium 
Für Rind, Schwein und Wirtschaftsgeflügel ist S.-Typhimurium ein bedeutendes Salmonella Serovar. 
Diese Subspezies manifestiert sich stärker im Magen-Darm-Kanal als S. Enteritidis. Mit Hilfe von 
drei Transportsystemen für Eisen kann eine rasche und selektive Vermehrung von S.-Typhimurium 
und S.-Enteritidis erfolgen. Durch die Außenmembran werden die drei Siderophoren für Ferrioxamin 
B, E, und G von einem foxA Rezeptor (KINGSLEY et al. 1996, 1999) oder dem Außenmembran 
Protein OmpX (PATTERY et al. 1999) transportiert. Das foxA Gen ist in allen Salmonella 
Subspezies verbreitet und ermöglicht die direkte Nutzung von Ferrioxamin E. Der Transport der 
Siderophoren durch die innere Zellmembran erfolgt mit Hilfe eines periplasmatischen 
Bindungsproteins (sfbA) und dem davon abhängigen ABC Transporterkomplex. Nur Ferrioxamin G 
kann durch ein Energie übertragendes Protein Ton B die innere Zellmembran passieren. 
Bei einer Untersuchung von Rinderproben (BRACKELSBERG et al. 1997) wurden hauptsächlich 
die wirtadaptierten S.-Dublin Stämme mit Tetrazyklinresistenzen und acht S.-Typhimurium Stämme 
mit anderen Antibiotikaresistenzen nachgewiesen. Alle von BRACKELSBERG et al. (1997) 
untersuchten Stämme produzierten das extrazelluläre wirksame Aerobaktin und Colicin. Sie waren 
alle bekapselt, enthielten Plasmide mit homologen spvC-Sequenzen und konnten in Epithelzellen 
eindringen. Neun Stunden nach Infektion der Epithelzellen war S.-Dublin in höherer Anzahl als 
S.-Typhimurium nachzuweisen, was auch die schwerwiegendere Erkrankungsform und das 
verlängerte Keimträgertum der Wirte bei S.-Dublin erklärt. 
In den letzten Jahren treten vermehrt polyresistente S.-Typhimurium Stämme auf. Bei der 
Untersuchung zum Ausbruch einer Kälbersalmonellose waren die S.-Typhimurium Isolate gegen 
Gentamycin, Ampicillin, Chloramphenicol, Kanamycin, Streptomycin, Teteracyclin und 
Trimethoprim durch ein 39 kb und ein 90 kb großes Plasmid resistent. Im gleichen Bestand wurden 
E. coli Stämme mit übereinstimmenden plasmidkodierten Resistenzmustern gefunden. Auf allen 
Plasmiden dieser Isolate war eine Typ-IV-Aminoglycosid-3-N-Acetyltransferase kodiert 
(CHASLUS-DANCLA et al. 1986). Gegen diese multiresistenten Stämme bietet sich eine 
Behandlung mit Alternativen wie den proteolytischen Enzymen an. 
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2.2.4.5 Bedeutung und Serovarmerkmale von S. Enteritidis 
S.-Enteritidis kann bei Mensch und Tier folgenschwere Infektionskrankheiten auslösen. Beim Rind 
hat dieses Serovar neben S.-Dublin und S.-Typhimurium die größte Bedeutung. Sechenhafte 
Erkrankungsverläufe mit Erbrechen und Durchfall, Kopfschmerz und erhöhter Temperatur werden 
größtenteils bei Jungtieren ausgelöst. Gehäuft wird S.-Enteritidis auch bei Geflügel nachgewiesen 
bei Hühnern kommt eine transovarielle Übertragung vor. Die Gesamtkontamination von Eiern in 
Kanada beträgt nach POPPE (1994) nur 0,06%, wohingegen die Umgebung der Hühnerställe in 3% 
aller Fälle mit S.-Enteritidis verseucht war. Nur 83% aller isolierten Phagovare von S.-Enteritidis 
sprachen auf Antibiotika an (POPPE 1994). In einer Untersuchung von SUNAGAWA et al. (1997) 
waren 6,8% von 740 Darmproben von Legehennen (Japan) Salmonella positiv, davon drei Tiere 
(0,4%) mit S.-Enteritidis.  
Die Serovare Typhimurium und Enteritidis spielen als Zoonoseerreger eine besondere Rolle. Als 
Lebensmittelinfektion benötigen sie in Abhängigkeit des Immunsystems des Patienten eine 
Infektionsdosis von mindestens 105 Keimen (SELBITZ 1992).  
Zwischen 1985 und 1990 verdreifachte sich die Anzahl der Salmonellosen in der BRD (KIST 
1991). Später wurde dieser Befund im Rahmen staatlicher Proben in Kindereinrichtungen im Land 
Brandenburg bestätigt. Es wurden 947 Salmonellenträger, davon 82% S.-Enteritidis Infektionen 
identifiziert (LOEFF 1994). Die Ansteckungsgefahr für S.-Enteritidis ist weltweit gegeben. 
HEDBERG et al. (1993) berichteten von einer Verdoppelung der Anzahl von S. Enteritidis 
Infektionen in Minnesota (USA) von 1980 bis 1990, ebenfalls fast alle durch Verzehr von rohen 
Eierspeisen übertragen.  
Interessant ist auch ein Zusammenhang zwischen Aids Infektionen und septischen Salmonella 
Erkrankungen. Aus der Salmonellenstatistik der USA geht eine Steigerung der Nachweise von 
Salmonellen in Blutproben von 2,8% (1978) auf 14,2 % (1987) hervor (LEVINE et al. 1991). Dabei 
handelte es sich in der Regel um S.-Enteritidis oder S.-Typhimurium, die in 0,5% eine wiederholte 
Septikämie auslösten. Auch in Afrika wurde dieser Zusammenhang beschrieben. HIV positiven 
Patienten erleiden häufiger(13%)  eine Salmonellose als HIV negative Patienten (5,4 %), wobei die 
Prävalenz für S.-Enteritidis bei 26% und für S.-Typhimurium bei 41 % liegt (OKOME- KOUAKOU 
et al. 1999). Für HIV positive Menschen lag die Infektionsdosis sehr viel niedriger, sie erlitten in 
84% eine Bakteriämie, die in 24% tödlich endete.  
Aus Dänemark wurde zwischen 1992 und 1994 von 244 (5,8%) extraintestinalen 
Salmonellainfektionen berichtet, verursacht durch 24 Serotypen (SCHONHEYDER et al. 1997). 
S.-Enteritidis und S.-Typhimurium hatten die höchste Inzidens. Vornehmlich die selten 
vorkommenden Serovare erwiesen sich als sehr invasiv (außer S.-Dublin mit 212 Fällen).  
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Die niedrigere Invasivität von S.-Enteritidis könnte mit der Fähigkeit dieses Serovars, das Immunsys-
tem zu aktivieren, zusammenhängen. S.-Typhimurium und S.-Enteritidis verursachen nach dem 
Eindringen in die Darmschleimhaut und Aktivierung des Typ-III-Sekretionssystemes eine massive 
Produktion an Interleukin-6 (KAISER et al. 2000). Auf Grund des daraufhin starken Influxes an 
polymorphkernigen Leukozyten bleibt die Entzündung auf den Darmbereich bei Hühnern begrenzt. 
Dazu passt ebenso die Beschreibung eines S.-Enteritidis 11RX-pilin (14 kDa Protein entspricht dem 
SEF14) von OGUNNIYI et al. (1994), welches eine starke Zytokinproduktion durch T-Lymphozyten 
verursacht. Und THIAGARAJAN et al. (1996) schilderten die humorale Antwort nach 
experimenteller Infektion von Hühnern mit S.-Enteritidis, bei denen die Antikörper gegen membran-
assoziierte Proteine gebildet wurden. Solche membranassoziierten Proteine formen häufig Fimbrien, 
von denen das Serovar Enteritidis fünf verschiedene Typen produziert. SEF14 ist ein serovar-
spezifischer Virulenzfaktor von S.-Enteritidis. Die SEF14 Fimbrien spielen eine wichtige Rolle in der 
Adhärenz an Epithelzellen, in vivo konnte aber kein gesonderter Rang in der Pathogenität für Mäuse 
nachgewiesen werden (RAJASHEKARA et al. 2000). Für SEF17 (Typ-1 Fimbrien), SEF21, LPF 
(long polar fimbriea) und PEF (plasmid encoded fimbriae) gibt es nur wenig Informationen. Alle 
Typen kolonialisieren und penetrieren die Enterozyten gleich schnell. Deshalb vermuteten THORNS 
u. WOODWARD (1997), dass die verschiedenen Fimbrientypen in Abhängigkeit der Umgebung 
exprimiert werden, zur Persistenz oder um neue Nischen zu erobern. Bestätigt wird diese Vermutung 
von EDWARDS et al. (2000). Man untersuchte SefD, ein Teil von SEF14, welcher für die effiziente 
Aufnahme in Makrophagen und damit für die systemische Infektion benötigt wird. Ein Teil der 
Fimbrientypen ist also für die Entwicklung einer Infektion nach Passage der Darmschranke 
zuständig.
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3 MATERIAL UND METHODEN DER EIGENEN UNTERSUCHUNGEN 
3.1 Bakterienstämme 
Es wurden gramnegative darmpathogene Erreger gewählt, da die eingesetzten Enzyme ihre 
Wirkung im Darm entfalten sollen. Verwendet wurden: 
• Der polyresistente Salmonella enterica subspecies enterica Serovar Typhimurium Dt104-
Feldstamm aus Rinderkot (S. -Typhimurium) 
• Der Salmonella enterica subspecies enterica Serovar Enteritidis 
Referenzstamm 152 S  (DSM),  
als die wichtigsten Verursacher von klinisch und epidemiologisch bedeutsamen Salmonellosen.  
• Der Salmonella enterica subspecies enterica Serovar Dublin 
Referenzstamm 214 Sd (DSM),  
als stark an das Rind adaptierter Salmonellen Stamm mit typhöser Erkrankungsform  
• Der verotoxinbildende Escherichia coli (O:26), ein enterohämorrhagischer Feldstamm 
(EHEC) von der Bundesforschungsanstalt Inst. für Virusforschung Wusterhausen. 
• ein Escherichia coli RN3 Referenzstamm mit bekanntem Plasmid und bekanntem 
Wachstumsverhalten als Kulturkontrolle zur Bildung einer Standardkurve  
 
Die Bakterien wurden für jeden Versuchsansatz als Reinkultur auf Einfachagarplatten angezüchtet 
und im Flüssignährmedium bei 37°C weiter kultiviert. Als flüssiges Nährmedium diente, auf Grund 
ihrer geringen und stabilen Eigenfarbe und der guten Akzeptanz für alle untersuchten Keimarten, 
die Müller-Hinton-Bouillon, welche auch für das Anfertigen von Resistogrammen vorgeschrieben 
ist. 
 
3.2 Kultivierungsverfahren 
3.2.1 Ermittlung des Erregerwachstums durch Messung der optischen Dichte 
Die Messung des Bakterienwachstums erfolgte durch Ermittlung der optischen Dichte, als Ausdruck 
der proliferativen Aktivität der Bakterienflüssigkultur. Das Mehrkanalphotometer EIA-STAR III 
erfasst nach kurzem Aufschütteln die Proben in der Wellenlänge von 493 nm bis 720 nm. Durch die 
Verwendung von Mikrotiterplatten mit 300 µl Fassungsvermögen pro Kavität können 96 Werte gleich-
zeitig gemessen werden, ohne die einzelne Probe zu beeinflussen. In Vorversuchen hat sich die Filter-
kombination eines 570 nm Filters mit dem Referenzfilter von 620 nm und Bakteriensuspensionen mit 
Dichten zwischen 105 bis 1010 Keimen/ml als methodisch am günstigsten erwiesen. Unter diesen Vor-
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aussetzungen liegt die optische Dichte der hier verwendeten Bakterienstämme mit 105 Keimen/ml bei 
ca. 0,01 bis 0,02 OD und steigert sich nach zwölf Stunden mit 108 Keimen/ml auf ca. 0,4 bis 0,5 OD.  
Daraus ergibt sich folgender Versuchsaufbau:  
In 80 Kavitäten der Mikrotiterplatte werden 100 µl Müller-Hinton-Bouillon (MHB) und 100 µl 
Reinkultur des zu untersuchenden Stammes in der Konzentration 105 Keime/ml in MHB angesetzt. 
In acht Kavitäten werden 100 µl MHB und 100 µl des Referenzstammes E.-coli RN3 (105 
Keime/ml) in Müller-Hinton-Bouillon und in acht Kavitäten 200 µl MHB als Negativkontrolle 
angesetzt. Die Dynamik des Bakterienwachstums wurde stündlich oder nach Enzymapplikation 
halbstündig durch die Messung der optischen Dichte über zwölf Stunden festgehalten. Um den 
Einfluss der Eigenfarbe der Nährbouillon und der Enzymsuspension auf die Messung der optischen 
Dichte zu minimieren, wurde der Mittelwert der Negativkontrolle von den Einzelwerten der Proben 
subtrahiert. 
 
3.2.2 Messung der Überlebensrate 
Die Messung der optischen Dichte ist abhängig von Größe und Anzahl der vorhandenen 
Bakterienzellen, ohne aber deren Lebensfähigkeit erfassen zu können. Deshalb wurde parallel zur 
Messung der optischen Dichte die Anzahl der lebenden Zellen in Form der KbE (Kolonie bildende 
Einheiten) überprüft. Dazu wurden während des Versuches aus jeweils der ersten Kavität der 
zweifachen und der 0,5-fachen Enzymkonzentration sowie der Kontrolle 10 µl Bakteriensuspension 
entnommen. Als modifizierte Methode des Kochschen Plattenverfahrens wurde die 
Bakteriensuspension über Zehnerstufen verdünnt und auf Agarplatten im Doppelansatz aufgetragen. 
Jeweils zehn bis fünfzehn Ansätze zur Ermittlung der KbE ergeben den Wert der Überlebensrate. 
 
3.2.3 Bestimmung des Schwärmverhaltens und der Hämolysefähigkeit 
Zur Bestimmung des Schwärmverhaltens der untersuchten Salmonella Serovare wurde der Sifin® 
Schwärmagar angewandt. Der halbfeste Agar wurde während der späten Abkühlphase mit der 
Enzymkombination in den Konzentrationen 2c, 1c und 0,5c vermischt und in 
Zellkultivierungsgefäße abgefüllt. Die unter 3.1. benannten Salmonellenstämme wurden nach 
Übernachtkultur in Nährbouillon mittels kalibrierten 10 µl Ösen in Form eines Stichkanals 
aufgeimpft. Die Positivkontrolle wurde aus Schwärmagar ohne Enzymzusatz hergestellt und als 
Negativkontrolle wurde der Schwärmagar mit Anti-H-Antikörpern (Schwärmhemmung nach Gard) 
versetzt. Die Schwärmplatten wurden bei 37°C bebrütet und nach 15 Stunden bewertet. 
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Zur Bestimmung der Hämolysefähigkeit wurden Blutagarplatten aus gewaschenen Schaferythro-
zyten (Oxoid®) mittels einer Stanze (¬ 18mm) in neun Bereiche eingeteilt. Auf je eine Fläche trägt 
man die zuvor angesetzte Enzymsuspension in den Konzentrationen 16c, 8c, 4c, 2c, 1c, 0,5c, 0,25c 
und 0,125c in der Menge 10 µl auf. Das Volumen, auf dass das Enzym einwirkt, beträgt  
ca. 1 cm3 ~ 1ml (V =  ◊*r2*h mit r = 9 mm und h = 4 mm). Nach einer Diffusionszeit von 20 
Minuten werden Bakterienkolonien des zu prüfenden Stammes mittig aufgeimpft. Nach 24 Stunden 
Bebrütung bei 37°C wird das Ergebnis mittels eines Punkteschemas abgelesen.  
 
3.3 Enzymkombination und Konzentration 
Die hier verwendeten Enzyme Trypsin, Chymotrypsin und Papain wurden von der Fa. Veyx, 
Schwarzenborn gestellt. Die Enzymkombination sollte während der Phasen der statischen Kultur in 
verschiedenen Konzentrationen appliziert werden. In Vorversuchen wurde die Menge an 
Nährsubstrat und die Bakterienanzahl so aufeinander abgestimmt, dass die Lag-Phase ca. eineinhalb 
Stunden andauerte, die frühe exponentielle Phase nach ca. zweieinhalb Stunden und die späte 
exponentielle Phase nach ca. sechs Stunden einsetzte. Diese Bedingungen erreicht man mit  
5 - 10 x 104 Erregern in 200 µl Müller-Hinton-Bouillon.  
 
Abbildung 3 Entwicklung der optischen Dichte (OD) von vier Enterobakterienstämmen in 
Beziehung zur Zeit 
Aus dieser Erkenntnis erfolgte die Applikation der Enzyme nach a) eine Stunde, b) zweieinhalb 
Stunden, c) sieben Stunden und d) zur Überprüfung einer Mehrfachapplikation nach einer Stunde 
und nach sechs Stunden. Der Applikationsmodus d) entspräche dann in vivo einer zweimaligen 
Behandlung im sechs  Stundenrhythmus. 
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Die Enzyme, verfügbar als Reinsubstanz in Pulverform, wurden in der zweifachen Konzentration 
(2c) ausgewogen, jeweils kurz vor der Applikation im Versuch in isotonischer Polyphosphat 
gepufferter Kochsalzlösung aufgelöst und in die Konzentrationsstufen 2c bis 0,001c verdünnt.  
Dabei entspricht 1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain.  
 
3.4 Berechnungen und statistische Auswertung 
Die Kurvenpunkte zur Darstellung der bakteriellen Wachstumsdynamik wurden als Mittelwerte aus 
n = 80 bis 100 einzelnen Messwerten der optischen Dichte errechnet. 
Um möglichst konstante Versuchsbedingungen zu erzielen wurde der Versuchsansatz nicht gewertet, 
wenn der Variationskoeffizient zwischen den Versuchstagen über 30% in der Standardkurve des 
E.-coli RN3 lag. Die Messwerte der optischen Dichte werden um den so genannten Hintergrund, der 
hier aus Nährmedium und Enzymkombination der jeweiligen Enzymkonzentration besteht, korrigiert. 
 
Für die Vergleichbarkeit der Kurven der optischen Dichte (OD) wird die Geschwindigkeit  (v) des 
Kurvenanstieges als erste Ableitung der Wachstumsfunktion (t´) berechnet und im folgenden Text 
als Zunahme der Keimdichte angegeben v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t. Die Zunahme der 
Keimdichte bzw. der Biomasse entspricht also der Steilheit der OD-Kurven. 
Die Dichtezunahme der mit verschiedenen Enzymkonzentrationen behandelten Bakterienkulturen 
ist nur im ständigen Vergleich zur Kontrolle aussagekräftig. Sie beschreibt die dynamische 
Dichtezunahme der Flüssigkultur durch Vergrößerung der Zellanzahl oder / und der Zellgröße 
innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls. 
 
Um die absolute Wirkung der einzelnen Enzymkonzentrationen auf das Bakterienwachstum zu 
erfassen, wurde die Fläche unter der normierten Wachstumskurve berechnet und im prozentualen 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle angegeben. Dazu wurden die Einzelflächen zwischen den 
Mittelwerten (x) der optischen Dichte errechnet und summiert. 
Summe aus   f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t (Formelsammlung),  
~ Trapezregel Σab  y(x)dx = (b-a)/2 (y(b)-y(a)) aus Mathematik f. Ingenieure und 
Naturwissenschaftler, Klaus Vetters, Teubner Verlagsgesellschaft Stuttgart, Leipzig 
~ Newtonsche Formel Σ-h+h f(t)dt = [f(h+) + f(h-)] /2 + Rest (f) Numerische Mathematik, 
Schaback und Werner, Springer Lehrbuch.  
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Das Wachstum beschreibt die gesamte Dichtezunahme der Flüssigkultur innerhalb eines 
bestimmten Zeitraumes. Für die Vergrößerung der Zellanzahl und der Zellgröße muss Energie 
(Arbeit) aufgewendet werden Σ
0
720
 ΔOD*Δt. Da der Zeitrahmen für den Flächenvergleich festgelegt 
ist, (0 bis 720 Minuten) wird so die Wachstumsleistung (Arbeit pro Zeit) berechnet. 
 
Die Veränderungen der Generationszeit und der Überlebensrate (KbE) wurden mittels der 
vereinfachten Gompertzformeln nach MITCHELL et al. (1995) erfasst. 
Die durchschnittliche Wachstumsrate (µ) berechnet sich aus:  
 µ = ln (Nx / N0) / tx mit Nx ~ Anzahl lebender Bakterien zum Zeitpunkt x  
      N0 ~ Anzahl lebender Bakterien zum Zeitpunkt 0  
und die durchschnittliche Generationszeit (GR) aus  
 GR = ln 2/ µ. 
 
Der Stichprobenumfang jeder Versuchsreihe ergibt sich aus der Berechnung unabhängiger 
Stichproben nach Willer für ein Zweistichprobenproblem mit α = 0,05; f = 120 mit ca. 150 bis 180 
Proben. Durch die Aufteilung der Mikrotiterplatten sind maximal 20 Proben pro 
Enzymkonzentration in einem Versuchsansatz und Messzeitpunkt erreichbar. Um 100 bis 120 
Einzelwerte pro Kurvenwert in der optischen Dichte zu erhalten (Variationskoeffizient intra essay 
liegt bei 10% bis 30 %) wurde der Versuch fünf bis sechs mal wiederholt.  
Die im Ergebnisteil angegebenen Signifikanzen haben bei den Wachstumskurven (OD) ein Signi-
fikanzniveau von p≤0,05 und bei der Überlebensrate (KbE) ein Signifikanzniveau von p≤0,1. 
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4 ERGEBNISSE  
4.1 Konzentrationsabhängige Wirkung des Enzymgemisches auf die 
untersuchten Bakterienstämme 
4.1.1 Konzentrationsabhängige Wirkung von Trypsin-Chymotrypsin-Papain 
während der verschiedenen Wachstumsphasen der statischen Kultur auf  
S. Dublin (214 Sd) 
Der verwendete S.-Dublin Stamm zeigt bei einer initialen Keimdichte von 5 - 8 *105/ml in 200 µl 
Müller-Hinton-Bouillon für mindestens 24 Stunden ein signifikant positives Wachstum (p≤0,05) 
der optischen Dichte. Die schnellste Zunahme der Keimdichte (Tab. 1b) wird zwischen der dritten 
und vierten Stunde (0,08 OD/min) erreicht. 
 
Lag-Phase 
Nach einer Stunde Vorkultivierung (Abb. 4 ; Tab. 1a) hemmt die einfache und zweifache Enzym-
kozentration das Wachstum von S.-Dublin um 26%. Die Zunahme der Keimdichte stagniert durch 
diese Enzymbehandlung (Tab. 1b ; Steigung der OD-Kurve = Null) und erholt sich erst nach 
weiteren drei Stunden (Tab.1c) bis fünf Stunden (Tab. 2c).  
Die Überlebensrate (Tab. 1c) wird nach Applikation der zweifachen Enzymkonzentration 
signifikant negativ beeinflusst. Die Wachstumsrate (µ) von S.-Dublin (Tab. 1d) reduziert sich für 
eine Stunde auf ein Drittel und die verlängerte Generationszeit bleibt bis zur zwölften  Stunde 
erhalten. 
 
Die Enzymkonzentrationen 0,5c;  0,1c, und 0,001c verursachen eine 4%ige bis 6%ige Verringerung 
des Bakterienwachstums. Für eine Stunde verzögert sich der Kurvenanstieg der optischen Dichte um 
25%. Nach Behandlung mit der 0,5-fachen Enzymkonzentration wird die Überlebensrate (KbE) für 
vier Stunden signifikant verkleinert. Damit verlängert sich für fünf Stunden die Generationszeit um 
5%.  
 
Frühe exponentielle Wachstumsphase 
Nach zweieinhalb Stunden Vorkultievierung (Abb. 5) bewirkt die zweifache Enzymkonzentration 
eine Reduzierung des Wachstums um 31% (Tab. 2a). Für 30 Minuten stagniert das Wachstum von 
S.-Dublin, was durch einen signifikanten Abfall der OD sichtbar wird.  
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Die einfache Enzymkonzentration reduziert die berechnete Fläche unter der Kurve um 26%. 
Unmittelbar nach Applikation der einfachen Dosis halbiert sich die Zunahme der Keimdichte 
(Tab.-2b) und erreicht erst nach weiteren drei Stunden das Niveau der Kontrolle.  
 
Parallel dazu provoziert die zweifache Dosis in der frühen exponentiellen Wachstumsphase eine 
signifikante Verminderung der Überlebensrate (Tab. 2c), eine Halbierung ihrer Wachstumsrate (µ) 
und Verdoppelung der Generationszeit (Tab. 2d). Dieser Effekt ist zur zwölften Stunde wieder 
aufgehoben. 
 
Die 0,5-fache Enzymkonzentration verzögert gleichmäßig die Zunahme der Keimdichte und hemmt 
das Wachstum um 15%. Die 0,1-fache Enzymkonzentration löst eine Verminderung des 
Wachstums (OD) um 20% und die 0,001-fache Enzymkonzentration um 12% aus.  
Entsprechend initiiert die 0,5-fache Enzymkonzentration eine Stase der Überlebensrate (KbE) für 
30-Minuten. Die Verlängerung der Generationszeit um 40% bewirkt eine signifikante 
Wachstumsverzögerung nach zweieinhalb Stunden. 
 
Späte exponentielle Wachstumsphase 
Nach sieben Stunden Vorkultivierung (Abb. 6) verursacht die zweifache Enzymkonzentration bei 
S.-Dublin eine Verringerung des Wachstums (OD) von 7% (Tab. 3a). Die Steigung der OD–Kurve 
(Tab 3b) wird nach Applikation der zweifachen Dosis um 50% und nach Applikation der 0,5-fachen 
Dosis um 20% verzögert. 
Die Überlebensrate (KbE) wird durch den späten Enzymeinsatz nur in der zweifachen Enzym-
konzentration für 30 Minuten reduziert (Tab 3c) und die Generationszeit um zwei Stunden 
verlängert (Tab.-3d). 
 
Mehrfachapplikation 
Das Wachstum wird bei S.-Dublin durch eine zweite Applikation (Abb. 7) der zweifachen Dosis 
nach sechs Stunden um insgesamt 38% vermindert (Tab. 4a). Nach jeder Enzymapplikation nähert 
sich die Zunahme der Keimdichte dem Nullpunkt (Tab. 4b). Im Anschluss an die zweite 
Applikation entsteht für zwei Stunden ein um 25% gesteigertes Wachstum. 
Die Kurven der optischen Dichte und der Überlebensrate (Tab. 4c) zeigen an den Stellen der 
Enzymapplikation eine signifikante Wachstumsverzögerung und Erhöhung der Generationszeit 
(Tab. 4d). 
Die 0,5-fache und 0,001-fache Enzymkonzentration lösen bei zweimaliger Applikation eine 14% 
bis 16%ige Verringerung der berechneten Fläche unter der OD-Kurve aus. 
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Abbildung 4 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von S. Dublin  
in der Lag-Phase  
 
 n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
 
Abbildung 5 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von S. Dublin 
in der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
 n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain
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Abbildung 6 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von S. Dublin 
in der späten exponentiellen Wachstumsphase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
Abbildung 7 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von S. Dublin 
 mit Enzymapplikation nach einer Stunde Vorkultivierung und einer zweiten 
Applikation nach sechs Stunden, 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
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In Abbildung 8 und Abbildung 9 ist die Entwicklung der optischen Dichte in Abhängigkeit der 
Enzymkonzentration und den verschiedenen Vorkultivierungszeiten dargestellt. Durch den 
Vergleich der optischen Dichte zur sechsten und zur zwölften Stunde wurde die Dauer der 
Wachstumshemmung festgestellt.  
 
In der Lag-Phase verursacht die Enzymkombination ab der 0,5-fachen Dosis eine proportional zur 
ansteigenden Enzymkonzentration abfallende optische Dichte. Der erhöhte OD-Wert der 0,5-fachen 
Dosis ist sowohl für die Lag-Phase zur sechsten Stunde als auch für die frühe exponentielle Phase zur 
zwölften Stunde nicht signifikant. Nach sechs Stunden Kultivierung zeigen die OD-Werte der  
0,001-fachen bis 0,5-fachen Dosis ebenso so wie die Überlebensrate (KbE) bereits eine Regeneration.  
Dieselbe lineare Proportionalität ergibt sich für die frühe exponentielle Wachstumsphase nach  
sechs Stunden Versuchsdauer, sowie für die späte exponentielle Wachstumsphase nach zwölf 
Stunden Versuchsdauer.  
 
Nach zwölf Stunden Versuchsdauer bestehen kaum noch Unterschiede zwischen den Werten der 
Lag-Phase und der frühen exponentiellen Wachstumsphase. Auch hier ist der erhöhte OD-Wert der 
0,5-fachen Dosis nicht signifikant. Denn zu diesem Zeitpunkt liegen die OD-Werte der 0,5c-Kurve 
in der frühen exponentiellen Wachstumsphase und der 2c-Kurve in der Lag-Phase höher als es die 
Ergebnisse der Überlebensrate dokumentieren. Im Vergleich zur frühen exponentiellen 
Wachstumsphase konnte sich die Keimanzahl in der Lag-Phase nach Applikation der 0,001-fachen 
und 0,1-fachen Dosis schneller erholen. Das Bakterienwachstum wird besonders durch die 
wiederholte Applikation der zweifachen Enzymkonzentration nach sechs Stunden vermindert . 
  31
Abbildung 8 Ergebnisse nach sechs Stunden Kultivierung von S. Dublin mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c bis 2c appliziert  
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
 
 
Abbildung 9 Ergebnisse nach zwölf Stunden Kultivierung von S. Dublin mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c bis 2c appliziert 
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
1 c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
Vorkultivierungszeiten:  (a) 1 Stunde für Lag-Phase  
(b) 2,5 Stunden für frühe exponentielle Phase 
(c) 7 Stunden für späte exponentielle Phase 
(d) Kombination 1 Stunde Vorkultivierung und zweite Applikation  
      nach 6 Stunden 
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4.1.2 Konzentrationsabhängige Wirkung von Trypsin-Chymotrypsin-Papain 
während der verschiedenen Wachstumsphasen der statischen Kultur auf  
S. Enteritidis (152 S) 
Die optischen Dichte von S.-Enteritidis wächst bei einer anfänglichen Keimdichte von  
5 - 7 *106/ml in 200 µl Müller-Hinton-Bouillon über neun Stunden signifikant positiv (p≤0,05) und 
weist nach 24 Stunden keine weitere Abweichung auf. Die zügigste Zunahme der Keimdichte wird 
zwischen der zweiten und fünften Stunde (0,12 – 0,17 OD/min) erzielt. 
 
Lag-Phase 
Nach einer Stunde Vorkultivierung (Abb. 10 ; Tab. 5a) verursacht die zweifache Dosis bei 
S.-Enteritidis eine 20%ige und die einfache Enzymdosis eine 17%ige Verringerung des Wachstums 
(OD). Dabei wird die Zunahme der Keimdichte nach Enzymapplikation um 50% gedrosselt (Tab. 5b). 
Analog bewirkt die zweifache Enzymdosis eine direkt einsetzende Verminderung der 
Überlebensrate (Tab. 5c). Die starke Verlängerung der Generationszeit bleibt über zwölf Stunden 
erhalten (Tab. 5d).  
 
Nach Applikation der 0,5-fachen Enzymdosis wird das Wachstum der optischen Dichte um 12% 
verkleinert. Die Steigung der OD-Kurve verzögert sich um 20% bis 40%. Entsprechend wird die 
Überlebensrate (KbE) reduziert, wobei sich die prolongierte Generationszeit nach vier bis fünf 
Stunden erholt hat. 
 
Durch die 0,1-fache (95% Wachstum) und 0,001-fache Dosis (100% Wachstum) wird kaum 
Einfluss auf die optischen Dichte ausgeübt. Nach Behandlung mit der 0,001-fachen Dosis wird die 
Zunahme der Keimdichte für zwei Stunden um 8% intensiviert und fällt dann unter die Werte der 
Kontrolle. 
 
Frühe exponentielle Wachstumsphase 
Nach zweieinhalb Stunden Vorkultievierung (Abb. 11) hemmt die zweifache Enzymkonzentration 
das Wachstum von S.-Enteritidis um 22% (Tab. 6a). Nach Applikation der zweifachen Dosis wird 
die Zunahme der Keimdichte für zwei Stunden halbiert (Tab. 6b). 
 
Annähernd gleichartig verringert sich die Überlebensrate (Tab. 6c) nur unter dem Einfluss der  
zweifachen Enzymkonzentration direkt, wobei die Generationszeit (Tab. 6d) nach 30 Minuten um 
52% verlängert wird und sich erst nach der  zwölften Stunde an die Werte der Kontrolle angleicht. 
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Werden die Enzymkonzentrationen 0,1c,  0,5c,  1c in der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
eingesetzt, so verursachen sie bei S.-Enteritidis eine Verminderung des Wachstums um 13% bis 
16%. Dabei wird die Zunahme der Keimdichte um 17% bis 30% reduziert.  
Die 0,5-fache Enzymkonzentration beschleunigt in dieser Wachstumsphase die Wachstumsrate der 
Bakterien und verkürzt die Generationszeit zuerst für eine Stunde, um dann für weitere drei bis 
sechs Stunden wachstumshemmend zu wirken.  
 
Die 0,001-fache Enzymkonzentration schränkt das Wachstum (OD) nur um 4% ein. Diese 
Minimaldosis erhöht die Geschwindigkeit des Kurvenanstieges der optischen Dichte kurzfristig für 
einer Stunde um 6% und bleibt dann hinter der Kontrolle zurück. 
 
Späte exponentielle Wachstumsphase 
Nach sieben Stunden Vorkultivierung (Abb. 12) bewirkt die zweifache Enzymkonzentration bei 
S.-Enteritidis eine Verringerung des Wachstums um 7% (Tab. 7a) und eine Verminderung der 
Zunahme der Keimdichte um 30% bis 50%.  
Die 0,5-fache Enzymkonzentration zeigt mit 3% verringertem Wachstum (OD) kaum Wirkung. Das 
Wachstum verstärkt sich geringgradig nach Applikation der 0,001-fachen Enzymdosis, was durch 
30% verstärkte Zunahme der Keimdichte sichtbar wird.  
Die Überlebensrate (KbE) wird durch die Enzymkombination zu diesem Zeitpunkt für einer Stunde 
kurzfristig negativ beeinflusst.  
 
Mehrfachapplikation 
Die stärkste Verringerung des Wachstums von S. Enteritidis (70% der Kontrolle) wird durch die 
zweite Applikation der zweifachen Enzymdosis nach sechs Stunden (Abb. 13) hervorgerufen 
(Tab.-8a). Die Keimdichte nimmt nach der ersten 2c-Applikation um 50% langsamer und nach der 
zweiten 2c-Applikation um 80% langsamer zu (Tab. 8b).  
Die Überlebensrate (Tab. 8c) büßt nach jeder Enzymapplikation (2c / 0,5c) signifikant lebensfähige 
Zellen ein (negatives Wachstum). Durch die zweite Applikation der zweifachen Dosis verlängert 
sich die Generationszeit für weitere vier Stunden um 20% (Tab. 8b).  
 
Diese negative Beeinflussung der Keimdichte tritt auch nach Applikation der 0,5-fachen Enzym-
konzentration (20% vermindertes Wachstum der OD) und bei der 0,001-fachen Enzym-
konzentration (um einer Stunde verzögertes Wachstum der OD) ein. Die Überlebensrate (KbE) 
verringert sich erst zwei Stunden nach der zweiten Applikation der 0,5-fachen Enzymkonzentration. 
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Abbildung 10 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von  
S. Enteritidis in der Lag-Phase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
 
Abbildung 11 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von  
S. Enteritidis in der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
0,35
0,40
0,45
0 100 200 300 400 500 600 700 800
OD
min
2c
0,5c
Kontrolle
0,00
0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
0,35
0,40
0,45
0 100 200 300 400 500 600 700 800
min
OD
2c
0,5c
Kontrolle
  35
 Abbildung 12  Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von 
S. Enteritidis in der späten exponentiellen Wachstumsphase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
 
Abbildung 13 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von  
S. Enteritidis mit Enzymapplikation nach einer Stunde Vorkultivierung und 
einer zweiten Applikation nach sechs Stunden 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
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Vergleicht man den Einfluss der Enzymkonzentrationen während den verschiedenen 
Wachstumsphasen (Abb. 14, 15), lässt sich die Wechselbeziehung zwischen Enzymkonzentration 
und Verminderung der optischen Dichte erkennen.  
 
In der Lag-Phase und in der späten exponentiellen Wachstumsphase nimmt die optische Dichte 
umgekehrt proportional zur Enzymkonzentration ab. Nach zwölf Stunden erholen sich die Werte 
der 0,5-fachen bis zweifachen Enzymdosis der Lag-Phase im Vergleich zu der nach sechs Stunden 
erneut behandelten Versuchsreihe. Die OD-Werte der Lag-Phase bleiben aber unter den OD-Werten 
der frühen exponentiellen Wachstumskurve. In der frühen exponentiellen Wachstumsphase ist die 
hemmende Wirkung der 0,1-fachen bis einfachen Enzymdosis gleich stark, die optische Dichte 
kann jedoch nach zwölf Stunden ebenfalls nur konzentrationsabhängig ausgeglichen werden. Die 
starke Reduktion der zweifachen Dosis, welche während der frühen exponentiellen Phase appliziert 
wurde, ist zu Versuchsende nicht signifikant. 
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Abbildung 14 Ergebnisse nach sechs Stunden Kultivierung von S. Enteritidis mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c bis 2c appliziert  
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
 
Abbildung 15  Ergebnisse nach zwölf Stunden Kultivierung von S. Enteritidis mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c bis 2c appliziert  
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
1 c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
Vorkultivierungszeiten:  (a) 1 Stunde für Lag-Phase  
(b) 2,5 Stunden für frühe exponentielle Phase 
(c) 7 Stunden für späte exponentielle Phase 
(d) Kombination 1 Stunde Vorkultivierung und zweite Applikation  
      nach 6 Stunden 
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4.1.3 Konzentrationsabhängige Wirkung von Trypsin-Chymotrypsin-Papain 
während den verschiedenen Wachstumsphasen der statischen Kultur auf  
S. Typhimurium (Dt 104) 
Bei einer ursprünglichen Keimdichte von 0,5 - 1 *107/ml in 200 µl Müller-Hinton-Bouillon nimmt 
die optische Dichte von S.-Typhimurium über zehn Stunden signifikant (p≤0,05) zu. Die stärkste 
Zunahme der Keimdichte wird zwischen der zweiten und fünften Stunde (0,09 - 0,12 OD/min) 
gemessen und entwickelt sodann eine langsam abfallende Plateauphase bis zur zehnten Stunde. 
Nach 24 Stunden ist das Bakterienwachstum unter diesen Versuchsbedingungen abgeschlossen. 
 
Lag-Phase 
Nach einer Stunde Vorkultivierung (Abb. 16 ; Tab. 9a) bewirkt die zweifache Dosis der 
Enzymkombination eine Reduzierung des Wachstums um 27%, die einfache Dosis um 21% und die  
0,5-fache Enzymkonzentration um 18%. Die Werte der optischen Dichte entwickeln sich ab der  
sechsten Stunde (2c) / zehnten Stunde (1c) durchschnittlich 50% langsamer als die Kontrolle, 
wodurch das signifikant positive Wachstum vier Stunden früher endet. Alle Konzentrationsstufen 
vermindern die Neigung der OD-Kurven (Tab. 9b) zwischen 11% und 20% (0,5c / 0,1c ab der 
achten Stunde). Die 0,1-fache Enzymkonzentration löst eine Verringerung des Wachstums (OD) um 
15% aus. Die 0,001-fache Dosis der Enzymkombination hemmt das Wachstum noch um 9%. 
 
Die Überlebensrate (KbE) wird durch die Applikation der zweifachen Enzymkonzentration 
signifikant reduziert (Tab. 9c). Die Generationszeit (Tab. 9d) verlängert sich nach Applikation der 
zweifachen Dosis innerhalb einer halben Stunde um das sechsfache, erholt sich aber bis zur fünften 
Stunde. Ebenso reduziert die 0,5-fache Enzymkonzentration die Überlebensrate (KbE) und 
verlängert die Generationszeit um das dreieinhalbfache. 
 
Frühe exponentielle Wachstumsphase 
Nach zweieinhalb Stunden Vorkultievierung (Abb. 17 ; Tab. 10a) reduzieren die zweifache und  
einfache Enzymdosis das Wachstum (OD) um 23%. Die Zunahme der Keimdichte wird halbiert und 
erreicht erst nach weiteren sechs Stunden die Werte der Kontrolle (Tab. 10b). Infolge dessen 
erhöhen sich ab der neunten Stunde die Werte der optischen Dichte durchschnittlich 30% 
langsamer, als die der Kontrolle.  
 
Die zweifache Dosis dezimiert die Überlebensrate (Tab. 10c). Dabei verdoppelt sich die 
Generationszeit und drei Stunden nach Enzymapplikation liegen die Werte der Überlebensrate 
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signifikant unter denen der Kontrolle (Tab. 10d). Durch die Drosselung der Keimdichtezunahme 
(9%) verkleinern die 0,5-fache und 0,1-fach Enzymkonzentration das Wachstum der optischen 
Dichte während der frühen exponentiellen Wachstumsphase um 12% bis 14%. Ab der achten 
Stunde wird der Kurvenanstieg der optischen Dichte um bis zu 40% stärker verringert.  
 
Eine kurzfristig erhöhte Zunahme der Keimdichte wird durch die 0,001-fache Enzymkonzentration 
hervorgerufen. Aber in der vierten bis siebten Stunde vermindert sich die Kurvenneigung und das 
Wachstum der optischen Dichte verändert sich mit 95% nur unerheblich. 
Durch die 0,5-fache Enzymdosis wird eine Stase der Überlebensrate (KbE) ausgelöst. Die 
Generationszeit verlängert sich (1,5x) und vier Stunden nach Enzymapplikation liegt die 
Überlebensrate signifikant unter der Überlebensrate der Kontrolle. 
 
Späte exponentielle Wachstumsphase 
Die zweifache und die 0,5-fache Enzymkonzentration erzielen bei S.-Typhimurium nach sieben 
Stunden Vorkultivierung (Tab. 11a; Abb. 18) eine Verringerung des Wachstums (OD) um 4%. 
Während dieser Zeit wird die Zunahme der Keimdichte um 33% verzögert (Tab. 11b). 
Die 0,001-fache Enzymkonzentration bewirkt eine geringe zweistündige Steigerung des Wachstums 
der optischen Dichte. 
Die Überlebensrate (KbE) wird durch die zweifache Enzymkonzentration kurzfristig negativ 
beeinflusst (Tab. 11c) und steigt nach 30 Minuten über den Wert der Kontrolle. Nach weiteren zwei 
Stunden (600 min) fällt die Überlebensrate signifikant unter den Wert der Kontrolle, ohne die 
Generationszeit zu beeinflussen(Tab. 11d).  
 
Mehrfachapplikation 
Die größte Hemmung des Wachstums um 35% wird bei S.-Typhimurium durch die zweite 
Applikation (Abb. 19) der zweifachen Enzymdosis nach sechs Stunden hervorgerufen (Tab. 12a). 
Die weitere Zunahme der Keimdichte wird infolge der zweiten Enzymapplikation bis zu 60% 
stärker behindert (Tab. 12b).  
Die zweite Applikation mit der 0,5-fachen Enzymdosis verursacht eine bis zu 33% verzögerte 
Keimdichtezunahme. Die zweifache Applikation der 0,001-fachen Enzymkonzentration reduziert 
das Wachstums der optischen Dichte um 14%.  
Die zweite Applikation der Enzymkombination provoziert jeweils eine Stase der Überlebensrate 
(Tab. 12c) mit verlängerten Generationszeiten (Tab. 12d) für ca. zwei Stunden. Durch die erste 
Applikation der zweifachen Enzymdosis entsteht sogar eine Zelllyse.  
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Abbildung 16 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von  
S. Typhimurium in der Lag-Phase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
 
Abbildung 17 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von  
S. Typhimurium in der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
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Abbildung 18 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von  
S. Typhimurium in der späten exponentiellen Wachstumsphase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
 
Abbildung 19 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von  
S. Typhimurium mit Enzymapplikation nach einer Stunde Vorkultivierung  
und einer zweiten Applikation nach sechs Stunden 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain  
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In Abbildung 20 und 21 erkennt man die gleichmäßige Wirkung der Enzymkombination auf S. Typhi-
murium. In allen Wachstumsphasen sinkt die optische Dichte mit steigender Enzymkonzentration. In  
der Lag-Phase fällt die Wachstumskurve konzentrationsabhängig schneller als in der frühen exponen-
tiellen Phase. Nach zwölf Stunden haben sich die Werte der Wachstumskurve der frühen exponentiellen 
Phase stärker erholt , als die der Lag-Phase. In der späten exponentiellen Wachstumsphase bewirkt die 
0,001-fache Enzymkonzentration nach zwölf Stunden eine Steigerung der optischen Dichte.  
 
Abbildung 20 Ergebnisse nach sechs Stunden Kultivierung von S. Typhimurium mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c – 2c appliziert  
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
 
Abbildung 21  Ergebnisse nach zwölf Stunden Kultivierung von S. Typhimurium mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c - 2c appliziert  
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
1 c = 4mg/ml Trypsin + 4mg/ml Chymotrypsin + 10mg/ml Papain 
Vorkultivierungszeiten: (a) 1 Stunde für Lag-Phase (b) 2,5 Stunden für frühe exponentielle Phase 
(c) 7 Stunden für späte exponentielle Phase  
(d) Kombination 1 Stunde Vorkultivierung und zweite Applikation nach 6 Stunden 
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4.1.4 Konzentrationsabhängige Wirkung von Trypsin-Chymotrypsin-Papain 
während den verschiedenen Wachstumsphasen der statischen Kultur auf 
Escherichia coli O:26 (EHEC) 
 
Bei einer anfänglichen Keimdichte von 0,5 - 1 *106/ml E. coli O:26 in 200 µl Müller-Hinton-
Bouillon vergrößert sich die optische Dichte von der ersten bis elften Stunde signifikant (p≤0,05). 
Die größte Zunahme der Keimdichte wird zur dritten Stunde (0,17 OD/min) erreicht und fällt nach  
sieben Stunden in eine flache Plateauphase ab. 
 
Lag-Phase 
Nach einer Stunde Vorkultivierung (Abb. 22) verursacht die zweifache Enzymkonzentration eine 
20%ige Verringerung des Wachstums (OD). Die einfache Dosis reduziert das Wachstum um 16% 
(Tab. 14a). Entsprechend wird die Zunahme der Keimdichte nach Einbringen der 
Enzymkombination um 30% bis 50% vermindert (Tab. 14b). Nach Enzymapplikation erfolgt 
signifikant positives Wachstum nur bis zur neunten Stunde.  
Die Überlebensrate von EHEC (Tab. 14c) fällt nach Applikation der zweifachen 
Enzymkonzentration in Stase und nach weiteren zwei Stunden zeigt sich ein signifikant 
verlangsamtes Bakterienwachstum (Tab. 14d). Infolge der Enzymapplikation verdoppelt sich die 
Generationszeit und wird bis zum Ende des Versuches nicht vollständig regeneriert. 
 
Die Zunahme der Keimdichte wird anfangs durch Applikation der 0,5-fachen Enzymkonzentration 
auf 82% verzögert, aber vier Stunden später signifikant intensiviert (7% über Kontrolle). 
Das Wachstum der optischen Dichte in den Versuchsreihen mit 0,1-facher, 0,001-facher Dosis und 
der Kontrolle sind fast gleich groß. Die 0,1-fache Enzymdosis verursacht eine leichte Verzögerung 
der optischen Dichte, welche durch zweistündig verlängertes Wachstum ausgeglichen wird. 
Die Generationszeit verlängert sich nach der 0,5-fachen Enzymkonzentration für insgesamt eine 
Stunde und die Überlebensrate (KbE) wird nach sechs Stunden signifikant reduziert. 
 
Frühe exponentielle Wachstumsphase 
Durch Applikation der zweifachen und einfachen Enzymkonzentration nach zweieinhalb Stunden 
Vorkultievierung (Abb. 23) reduziert sich das Wachstum (OD) von EHEC (Tab. 14 a) um 14% (1c)  
bis 25% (2c). Parallel dazu vermindert sich die Zunahme der Keimdichte um 33% (1c) bis 45% (2c) 
(Tab. 14 b). 
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Dagegen vergrößert sich nach Applikation der 0,5-fachen Enzymkonzentration das Wachstum (OD) 
um 11%. Hierzu wird die Phase des signifikanten Wachstums um zwei Stunden verlängert und die 
Steigung der OD-Kurve für drei Stunden auf 130% bis 210% verstärkt. 
Die 0,1-fache Enzymdosis mindert das Wachstum der optischen Dichte um 12%. Die minimale 
Enzymdosis (0,001c) drosselt das Bakterienwachstum auf 96% (OD).  
 
Infolge der Enzymapplikationen nach drei Stunden Vorkultivierung entsteht eine Bakteriostase und 
nach weiteren zwei Stunden ein signifikant verzögertes Wachstum der Überlebensrate (Tab. 14 c). 
Die Generationszeit verlängert sich nach Enzymapplikation um 15% (0,5c) bis 30% (2c) (Tab. 14 d). 
 
Späte exponentielle Wachstumsphase 
Nach sieben Stunden Vorkultivierung (Abb. 24) bewirkt die zweifache Enzymdosis bei EHEC eine 
Verringerung des Wachstum (OD) um 8% (Tab. 15a). Nach dieser späten Enzymapplikation 
vermindert sich die Steigung der OD-Kurve für zwei Stunden um 50% (Tab. 15b).  
Die zweifache Enzymdosis hemmt kurzfristig des Wachstum der Überlebensrate (KbE) (Tab. 15c). 
Dabei verändert sich die Generationszeit und die Wachstumsrate mit +7% kaum (Tab. 15d). Die 
0,5-fache Enzymkonzentration schränkt das Wachstum um 4% ein.  
 
Dagegen verursacht die Applikation der 0,001-fachen Enzymdosis eine geringe Zunahme des 
Wachstums der optischen Dichte ( 3%). Die Zunahme der Keimdichte verdoppelt sich und weist ein 
um zwei Stunden verlängertes signifikantes Wachstum auf.  
 
Mehrfachapplikation 
Durch die zweite Applikation der zweifachen Enzymdosis nach sechs Stunden (Abb. 25) wird bei 
EHEC die maximale Hemmung des Wachstums um 39% erreicht (Tab. 16a). Die Zunahme der 
Keimdichte reduziert sich nach jeder Enzymapplikation auf 50% des Wertes der Kontrolle  
(Tab. 16b).  
Die 0,5-fache Enzymkonzentration bewirkt eine Verringerung des Wachstums (OD) um 9%.  
Die zweimalige Applikation der 0,001-fachen Enzymdosis erzielt eine verstärkte Zunahme der 
Keimdichte für zwei Stunden um 50%. Daraus resultiert eine Steigerung des Wachstums der 
optischen Dichte um 3%.  
Die Generationszeit verdoppelt sich nach jeder Enzymapplikation und die Überlebensrate  
(Tab. 16c) wird durch die zweifache Enzymdosis in Stase versetzt (Tab. 16d). 
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Abbildung 22 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von EHEC in 
der Lag-Phase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
 
Abbildung 23 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von EHEC in 
der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
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Abbildung 24 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von EHEC in 
der späten exponentiellen Wachstumsphase 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
 
 
Abbildung 25 Einfluss von Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf das Wachstum von EHEC 
mit Enzymapplikation nach einer Stunde Vorkultivierung und einer zweiten 
Applikation nach sechs Stunden 
n = 100,  Zeitpunkt der Enzymapplikation, OD – optische Dichte, c – Konzentration 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
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In Abbildung 26 und 27 ist die Entwicklung der optischen Dichte in Abhängigkeit der 
Enzymkonzentration und den verschiedenen Vorkultivierungszeiten dargestellt. Durch den 
Vergleich der optischen Dichte zur sechsten und zur zwölften Stunde kann die Dauer der 
Wachstumshemmung festgestellt werden. 
 
Die optische Dichte von EHEC reduziert sich bei allen Versuchsansätzen proportional zur 
ansteigenden Enzymkonzentration. Dabei werden die OD-Werte in der frühen exponentiellen 
Wachstumsphase nach sechs Stunden Versuchsdauer vor allem in den niedrigen Enzymdosierungen 
stärker reduziert als in der Lag-Phase.  
Bei EHEC sind die erhöhten OD-Werte der 0,5-fachen Dosis sowohl für die Lag-Phase zur  
zwölften Stunde als auch für die frühen exponentiellen Phase zur sechsten und  zwölften Stunde 
nicht signifikant. Die Werte der Überlebensrate liegen unterhalb der Keimanzahl der Kontrolle.  
 
Nach zwölf Stunden Versuchsdauer hat sich die optische Dichte der Lag-Phase in den 
Enzymkonzentrationen unter der einfachen Dosis erheblich regeneriert. Ebenso hat sich die 
Keimdichte der frühen exponentiellen Wachstumsphase in den Konzentrationen über der 0,5-fachen 
Dosis nach zwölf Stunden Versuchsdauer erholt. Nur die wiederholte Applikation der zweifachen 
Enzymdosis bewirkt auch nach zwölf Stunden Versuchsdauer verringerte OD-Werte. 
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Abbildung 26 Ergebnisse nach sechs Stunden Kultivierung von EHEC mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c - 2c appliziert  
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
 
Abbildung 27 Ergebnisse nach zwölf Stunden Kultivierung von EHEC mit  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain in den Dosierungen 0,001c - 2c appliziert  
nach bestimmten Vorkultivierungszeiten 
OD – optische Dichte, c – Konzentration, K – Kontrolle, h- Stunde 
1 c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
Vorkultivierungszeiten:  (a) 1 Stunde für Lag-Phase  
(b) 2,5 Stunden für frühe exponentielle Phase 
(c) 7 Stunden für späte exponentielle Phase 
(d) Kombination 1 Stunde Vorkultivierung und zweite Applikation  
nach 6 Stunden 
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4.2  Bilanz aus der vergleichenden Betrachtung der Wirkung der  
Enzymkombination auf die Bakterienstämme 
4.2.1 Betrachtung der Wachstumskurven der Kontrollen  
 S. Dublin S. Enteritidis S. Typhimurium E. coli O:26 
signifikantes 
Wachstum (OD)   
p≤0,05 
> 24 Stunden 9 Stunden 10 Stunden 11 Stunden 
Form der 
Wachstumskurve 
linear sigmoidal sigmoidal sigmoidal 
höchste Wachstums- 
geschwindigkeit 
4. Stunde 
0,08 OD/min 
2. und 5. Stunde 
0,12 OD/min 
3. - 5. Stunde 
0,09 OD/min 
3. Stunde 
0,17 OD/min 
Generationszeit zur 6. 
Stunde (exp. Phase) 
14 min 15,5 min 17,5 min 13 min 
Generationszeit zur 1. 
Stunde (Lag-Phase) 
35 min 30 min 37 min 23 min 
 
Die Wachstumskurven der untersuchten Bakterienstämme verlaufen als statische Kultur in der 
Mikrotiterplatte unterschiedlich. E. coli O:26, S.-Enteritidis und S.-Typhimurium haben nach einer 
kurzen Lag-Phase schnell den steilsten Punkt der Wachstumskurve zur dritten bis vierten Stunde 
erreicht, um dann gleichmäßig abzufallen und das Wachstum nach 24 Stunden zu beenden.  
Dagegen verläuft die Wachstumskurve von S.-Dublin nahezu linear. Die Werte der Überlebensrate 
(KbE) von S.-Dublin entwickeln sich eher kontinuierlich mit gleich bleibender Länge der 
Generationszeit. Die anderen drei Stämme benötigen zur Adaptation in der Lag-Phase verlängerte 
Generationszeiten. Am schnellsten wächst unter diesen Versuchsbedingungen E. coli O:26. 
 
4.2.2 Ergebnisse der vergleichenden Betrachtung der Enzymwirkung auf die 
untersuchten Bakterienstämme in Abhängigkeit der Vorkultivierungszeiten 
4.2.2.1 Lag-Phase  
In der Lag-Phase wird das Wachstum der optischen Dichte von S. -Enteritidis, S.-Typhimurium und 
EHEC proportional zur Enzymkonzentration gehemmt. 
Dabei reduziert die Enzymkombination das Wachstum (OD) von S.-Typhimurium durchweg um 6% 
bis 10% stärker im Vergleich zu S. -Enteritidis. Bei S.-Dublin verkleinert die einfache und zweifache 
Enzymkonzentration das Wachstum der optischen Dichte mit 26% gleich stark. Die niedrigeren 
Enzymkonzentrationen erzielen mit 14% reduziertem Wachstum (OD) einen deutlich schwächeren 
Effekt. 
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Die Werte der optischen Dichte von EHEC und S. Typhimurium werden mit 16% bei einfacher bis 
zu 20% bei zweifacher Enzymkonzentration nahezu gleichermaßen beeinflusst. Während die  
0,5-fache bis 0,001-fache Enzymkonzentration die optische Dichte der Salmonellen verringert, 
zeigen diese Enzymkonzentrationen keinen hemmenden Effekt auf das Wachstum von EHEC. 
 
Bei S.-Dublin und S.-Typhimurium findet einer Stunde nach Applikation der einfachen und 
zweifachen Enzymkonzentration eine signifikante Wachstumshemmung (optischen Dichte) statt, 
bei S.-Enteritidis erst nach zwei Stunden.  
Infolge der 0,5-fachen Enzymkonzentration wird die signifikante Wachstumsverzögerung bei 
S.-Typhimurium nach drei Stunden und bei S.-Enteritidis und S.-Dublin nach fünf Stunden ausgelöst 
(s. Anhang). 
Genauso wie bei S.-Enteritidis ist bei EHEC eine signifikante Wachstumshemmung erst zwei 
Stunden nach Applikation der einfachen und zweifachen Enzymkonzentration nachweisbar. Diese 
Verzögerung des Wachstums hält bei EHEC aber nur neun Stunden an, wohingegen bei den 
Salmonellen diese Wirkung noch nach zwölf Stunden nachweisbar ist. 
 
Hohe Enzymkonzentrationen lösen bei S.-Dublin einen Abfall der Keimdichtezunahme auf den 
Nullpunkt aus, wohingegen sie bei S.-Enteritidis und EHEC nach Enzymapplikation gleichmäßig 
abfällt. Bei S.-Typhimurium bewirken die hohen Enzymkonzentrationen zusätzlich nach sechs (2c) 
bis zehn (1c) Stunden eine 50%ige Hemmung der Dichtezunahme. Nur bei S.-Enteritidis steigert die 
0,001-fache Enzymdosis kurzfristig die Zunahme der Keimdichte über die Werte der Kontrolle 
hinaus. 
 
Bei allen untersuchten Bakterienstämmen wird bereits 30 Minuten nach Applikation der zweifachen 
Dosis die Überlebensrate (KbE) signifikant negativ beeinflusst. Bei den Salmonella Serovaren setzt 
dieser Erfolg bereits 30 Minuten nach Enzymapplikation und bei EHEC erst nach einer Stunde ein. 
Die Überlebensrate von S.-Enteritidis wird am wirksamsten verringert. Während sich die 
Generationszeit von EHEC nach Applikation der zweifachen Enzymkonzentration nur um ein viertel 
verlängert, wird sie bei den Salmonella Serovaren  für eine Stunde drei bis fünf mal verlängert (bei 
S.-Enteritidis keine Vermehrung). 
 
Die 0,5-fache Enzymkonzentration verursacht eine Bakteriostase für mindestens drei Stunden.  
Sie bewirkt bei den Salmonella Serovaren zwei bis drei Stunden nach Enzymapplikation eine 
signifikante Wachstumsverzögerung für mindestens fünf Stunden. Die Überlebensrate von EHEC 
wird erst fünf Stunden nach Applikation der 0,5-fachen Enzymdosis signifikant verringert. 
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4.2.2.2 Frühe exponentielle Wachstumsphase 
In dieser Wachstumsphase wird die optischen Dichte aller untersuchten Salmonellenstämme 
durchschnittlich 3% stärker (EHEC um 5%) verringert als in der Lag-Phase. 
In der frühen exponentiellen Wachstumsphase bewirken die zweifache und einfache Enzymdosis 
bei S.-Dublin (1c / 74% ) eine um 10% stärkere Reduzierung des Wachstums (OD) als bei 
S.-Typhimurium (1c / 77% ), bei S.-Enteritidis (1c / 84%) und bei EHEC (1c / 86%).  
Die 0,5-fache Enzymdosis reduziert bei allen Salmonella Serovaren das Wachstum um 14%. 
Insbesondere die niedrigen Enzymdosen  0,1c und  0,001c rufen bei EHEC ein verringertes 
Wachstum (OD) hervor. 
 
Eine signifikante Wachstumsverzögerung erfolgt eine Stunde nach Applikation der einfachen und  
zweifachen Enzymkonzentration. Sie bleibt bei EHEC nach Applikation der einfachen Dosis aber 
nur für fünf Stunden erhalten (s. Anhang). 
Die 0,5-fache Enzymkonzentration erzielt bei S.-Dublin und S.-Enteritidis nach vier Stunden und bei 
S.-Typhimurium nach fünf Stunden eine Wachstumsverzögerung. Die niedrigen Enzymdosen rufen 
bei EHEC eine geringgradige Wachstumsverzögerung nach sechs bis sieben Stunden hervor. 
 
So wie in der Lag-Phase  bewirken die einfache und zweifache Enzymdosis auch in der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase bei S.-Dublin einen extremen Abfall der Keimdichtezunahme auf 
den Nullpunkt. Bei S.-Enteritidis und S.-Typhimurium wird sie (Kurvensteigung) für zwei Stunden 
halbiert und bei EHEC wird um 33% verlangsamt.  
Die 0,5-fache Dosis reduziert die Zunahme der Keimdichte um  40% bei S.-Dublin am stärksten und 
bei S.-Typhimurium um  9% bis 20% am schwächsten. Die 0,001-fache Enzymdosis provoziert 
sowohl bei S.-Enteritidis als auch bei S.-Typhimurium kurzfristig eine erhöhte Zunahme der 
Keimdichte. 
 
Die Überlebensrate (KbE) wird bereits 30 Minuten nach Applikation der zweifachen Enzymdosis 
bei allen Salmonella Serovaren reduziert. Dabei verdoppelt sich die Generationszeit. Während die  
zweifache Dosis das Bakterienwachstum von S.-Dublin und S.-Typhimurium ab der dritten Stunde 
signifikant über zwölf Stunden hemmt, wird das Wachstum der KbE von S.-Enteritidis erst ab der 
achten Stunde signifikant reduziert. 
Sowohl die zweifache als auch die 0,5-fache Enzymkonzentration bewirken bei EHEC nur eine Stase 
der Überlebensrate (KbE) und eine Wachstumsverzögerung ab der vierten Stunde. Ebenso verursacht 
die 0,5-fache Enzymkonzentration eine Bakteriostase bei S.-Enteritidis; aber bei S.-Dublin und 
S.-Typhimurium eine signifikante Reduktion der Überlebensrate (KbE) ab der fünften Stunde. 
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4.2.2.3 Späte exponentielle Wachstumsphase 
Das Wachstum der optischen Dichte wird nach Enzymapplikation in der späten exponentiellen 
Wachstumsphase bei S.-Dublin 5% stärker verkleinert als bei S.-Enteritidis, S.-Typhimurium und 
EHEC. 
Nur die zweifache Enzymkonzentration bewirkt bei allen untersuchten Stämmen eine geringgradige 
Wachstumsverzögerung durch kurzfristig um 33% (S.-Enteritidis, S.-Typhimurium) bis 50% 
(S.-Dublin, EHEC) verminderte Keimdichtezunahme. Die Minimaldosis von 0,001c erzielt bei 
S.-Enteritidis, S.-Typhimurium und EHEC eine Erhöhung der Dichtezunahme. 
Die Überlebensrate (KbE) reagiert auf die zweifache Enzymkonzentration mit Bakteriostase.  
 
4.2.2.4 Zweite Enzymapplikation nach sechs Stunden 
Die zweite Enzymapplikation nach sechs Stunden bewirkt bei EHEC eine 10% bis 15%ige 
Verstärkung der Wachstumshemmung, im Vergleich zur einmaligen Applikation während der Lag-
Phase. Das Wachstum der optischen Dichte der Salmonella Serovare verzögert sich infolge der 
zweite Enzymapplikation um 5% bis 11% stärker im Vergleich zur Lag-Phase. Dabei löst die 
zweifache Enzymdosis die stärkste Wachstumshemmung bei S.-Dublin um 38% und die schwächste 
bei EHEC und S.-Enteritidis um 30% aus.  
Die 0,5-fache Enzymdosis hemmt S.-Typhimurium noch mit 25% am stärksten und S.-Dublin mit 
16% und EHEC mit 9% Wachstumshemmung am schwächsten. Während die 0,001-fache 
Enzymkonzentration bei den Salmonellen eine Verkleinerung des Wachstums der optischen Dichten 
auslöst, wird das Wachstum der optischen Dichte von EHEC um 3% vergrößert. 
 
Die erste Applikation der zweifachen Enzymkonzentration löst bei S.-Enteritidis und 
S.-Typhimurium eine 35%ige Verminderung der Keimdichtezunahme aus und die 2. Applikation 
verringert den Kurvenanstieg um 50% bis 80%. S.-Dublin reagiert auf jede Applikation der 
zweifachen Dosis mit Stagnation (Null Dichtezunahme). Auch bei EHEC wird die Zunahme der 
Keimdichte nach jeder Applikation der zweifachen Dosis um 30 - 50% reduziert, wobei nach der 
wiederholten Behandlung der hemmende Effekt über fünf Stunden anhält. 
 
Die Überlebensrate (KbE) wird jeweils signifikant negativ beeinflusst. Auch die 0,5-fache 
Enzymkonzentration bewirkt fünf Stunden nach der zweiten Applikation (600 min) eine Reduktion 
der Wachstumsrate. 
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4.3 Schwärmversuch 
Ein halbfester Agar aus Nährbouillon (Sifin® Schwärmagar) wurde während der späten 
Abkühlphase mit der Enzymkombination in den Konzentrationen 2c, 1c, 0,5c vermischt und je 3 ml 
in Zellkultivierungsgefäße (∅ 1 cm) abgefüllt. Fünf von sechs Kavitäten einer Konzentrationsstufe 
wurden mit kalibrierten 10 µl Ösen in Form eines Stichkanals beimpft. In dieser Weise kamen die 
unter 3.1. benannten drei Salmonellenstämme als Übernachtkultur in Nährbouillon zum Einsatz. Die 
Positivkontrolle wurde aus Schwärmagar ohne Enzymzusatz hergestellt. Als Negativkontrolle 
wurde der Schwärmagar mit Anti-H-Antikörpern (Schwärmhemmung nach S. Gard) versetzt. Die 
beimpften Schwärmplatten wurden bei 37°C bebrütet und nach 15 Stunden mittels eines 
Punkteschemas (s. Tab. 17) beurteilt. 
Alle Kontrollen der untersuchten Salmonellenstämme haben nach 15 Stunden Kultivierung den 
Schwärmagar vom Stichkanal aus und auch dessen Oberfläche (bis auf S.-Dublin) vollkommen 
besiedelt. Die Schwärmhemmung war durch die in den Agar eingemischten Anti-H-Antikörper in 
allen Versuchsansätzen vollständig. Ausgehend vom Stichkanal hemmt die zweifache 
Enzymkonzentration die Ausbreitung der Salmonellen vollkommen. Nur S.-Dublin besiedelt die 
Oberfläche teilweise bis zur Hälfte des Plattendurchmessers. Die zweifache Enzymkonzentration 
erzielt also eine signifikante Hemmung des Schwärmvermögens um 88% bei S.-Typhimurium und 
S.-Enteritidis und um 82% bei S.-Dublin. Infolge der einfachen Enzymkonzentration konnten alle 
untersuchten Stämme maximal 50% des Agars besiedeln. Dabei wurde die Oberfläche des Agars 
von S.-Typhimurium und S.-Enteritidis zu 50 – 80% besiedelt, wohingegen bei S.-Dublin der 
Oberflächenbewuchs durch die einfache Enzymkonzentration halbiert wurde. Die 0,5-fache 
Enzymkonzentration verursacht mit 20% eine signifikante Hemmung der Ausbreitung der 
Salmonellen sowohl innerhalb des Schwärmagars als auch an dessen Oberfläche. 
 
Tabelle 17 Stärke des Schwärmverhaltens in der mit Enzymkombination versetzten Schwärmplatten  
n = 15 S.-Typhimurium  S.-Enteritidis S.-Dublin  
 x ± s x ± s x ± s 
Kontrolle 2,5 ± 0,2 2,6 ± 0,1 2,2 ± 0,2 
0,5c 1,9 ± 0,3 1,9 ± 0,3 1,9 ± 0,3 
1c 1,3 ± 0,3 1,3 ± 0,3 1,0 ± 0,2 
2c 0,3 ± 0,2 0,3 ± 0,0 0,4 ± 0,3 
H 1,2 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
Punkteschema:  0 - nur Stichkanal bewachsen 
1 - Stichkanal und halber Agar bewachsen 
2 - Stichkanal und Agar vollständig bewachsen 
0,2 - Oberfläche wenig bewachsen 
0,4 - Oberfläche zur Hälfte bewachsen 
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4.4 Hämolysehemmung 
Blutagarplatten aus gewaschenen Schaferythrozyten (Oxoid®) werden mittels einer Stanze  
(∅ 18 mm) in neun Bereiche eingeteilt. Auf je eine Fläche trägt man die zuvor angesetzte 
Enzymsuspension in den Konzentrationen 16c, 8c, 4c, 2c, 1c, 0,5c, 0,25c und 0,125c in der Menge  
10 µl auf. Das Volumen, auf das das Enzym einwirkt, beträgt ca. 1 cm3 ~ 1 ml (V =  π*r2*h mit  
r = 9 mm und h = 4 mm). Nach einer Diffusionszeit von 20 Minuten werden die Bakterienkolonien des 
zu prüfenden Stammes mittig aufgeimpft. Nach 24 Stunden Bebrütung bei 37°C, wird das Ergebnis 
mittels eines Punkteschemas abgelesen. Um die Möglichkeit des Vergleiches zu haben, wird außer 
dem enterohämolysierenden E. coli O:26 auch ein Enterotoxämie bzw. Ferkelödem verursachender  
E. coli Feldstamm und ein Staphylococcus aureus Feldstamm mitgeführt. Der Versuch wurde drei mal 
mit jeweils drei Ansätzen wiederholt. 
 
Wie in Tabelle 18 dargestellt, wird die Fähigkeit zur Hämolyse bei E. coli FÖ bis zur einfachen Dosis 
und bei EHEC bis zur 0,5-fachen Dosis komplett unterbunden. E. coli O:26 hämolysiert die 
gewaschenen Schaferythrozyten in Anwesenheit der 0,25-fachen Enzymkonzentration nur noch halb 
so stark, bei E. coli FÖ verstärkt sich in dieser Konzentration die Hämolyse. Die Doppelzonen-
hämolyse von S. aureus wird in Konzentrationen über der einfachen Dosis aufgehoben, ab der  
0,25-fachen Dosis besteht keine sichtbare Hämolysehemmung. 
 
Tabelle 18 Ergebnisse der Hämolysehemmung durch die Enzymkombination  
Trypsin-Chymotrypsin-Papain auf Blutagarplatten  
 K 0,125c 0,25c 0,5c 1c 2c 4c 8c 16c 
S. aureus 18  18 15 10 9 8 7 5 
E. coli FÖ 4  6 3 0 0 0 0 0 
E. coli O:26 9 7 4 0 0 0 0 0 0 
Punkteschema:   Doppelzonenhämolyse  20 stark, 15 mittel, 10 schwach 
    einfache Hämolyse  9 stark, 5 mittel, 1 schwach 
c – Konzentration, K - Kontrolle 
1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
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  1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain,  K – Kontrolle 
 
Abbildung 28 S. aureus auf Blutagar mit gewaschenen Schaferythrozyten (Oxoid®) 
 
 
5 DISSKUSSION UND SCHLUSSFOLGERUNG 
In dieser Arbeit wurde die Wirkung einer Serin- und Cysteinproteinasen enthaltenden Enzym-
kombination auf das Wachstumsverhalten von drei Salmonella Serovaren und einem 
enterohämolysierenden E. coli untersucht. Dazu wurden die Bakterienzellen in Flüssignährmedium 
kultiviert und durch Messung der optischen Dichte wurden die Wachstumsdaten erhoben.  
Nach Berechnung der Wachstumskurven können diese mit der parallel dazu erstellten Überlebensrate 
(KbE) und der daraus berechneten Generationszeit verglichen werden. 
Bei ähnlichen Untersuchungen über euterpathogene Mikroorganismen durch KRÜGER et al. (1999) 
konnte bereits der wachstumshemmende Effekt, die Minderung der Überlebensrate (KbE), die 
Verkürzung der Kettenlänge von Streptokokken und der Morphismus von Hefen durch die Enzyme 
Trypsin, Chymotrypsin und Papain festgestellt werden. Aus diesen Erkenntnissen resultierend erschien 
es notwendig, die Wirkung der genannten Enzyme bei pathogenen Darmerregern zu untersuchen. 
Diese Untersuchungen bilden die Grundlage zur Klärung, inwieweit der therapeutische Einsatz in 
praxi aus wissenschaftlicher Sicht begründbar ist. 
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5.1 Kritische Betrachtung der Methode 
Berechnung der Generationszeit und der Wachstumsrate  
Die eigenen Berechnungen der verschiedenen Wachstumsparameter (Bakterienwachstum aus OD, 
Zunahme der Keimdichte, Generationszeit GR berechnet aus Wachstumsrate µ) basieren auf den 
Erkenntnissen von SUTHERLAND et al. (1994) und MITCHELL et al. (1995). Beide Wissenschaftler 
untersuchten den Effekt verschiedener Nährmedien und Milieubedingungen in Mikrotiterplatten auf die 
Generationszeit von Mikroorganismen und erstellten zur Interpretation Wachstumskurven. 
 
Bereits in den `80iger Jahren fanden Versuche und Berechnungen über Generationszeiten von  
E. coli und S.-Typhimurium statt (SMITH et al. 1987, 1985). Dabei wurde der Einfluss unterschied-
licher Milieubedingungen wie verschiedene NaCl-Konzentrationen, pH-Werte und Temperatur-
bedingungen mittels der optischen Dichte und der daraus berechneten Wachstumskurven verglichen 
(GIBSON et al. 1988).  
In den eigenen Untersuchungen war es wichtig, bestimmbare Parameter zur Beurteilung von 
Wachstumsprozessen bei Bakterien auszuwählen. Auf Grund des relativ einfachen Versuchsaufbaues 
und der statistisch hohen Aussagekraft wurde der Versuchsaufbau zur Messung der optischen Dichte 
ausgewählt. 
 
Schon GIBSON et al. (1988) berechneten mit der Gompertz Formel die Wachstumskurven, die Länge 
der Lag-Phase und die Generationszeiten Nach diesem Gompertz Wachstumsmodell berechneten auch 
DICKSON et al. (1992) aus log10 Kolonie bildenden Einheiten (KbE) von S.-Typhimurium für 
Rindfleisch die Temperaturabhängigkeit der Lag-Phase (Maximum der ersten Ableitung) und der 
Generationszeit (Maximum der zweiten Ableitung). Das Versuchsmodell der Messung des 
Bakterienwachstums über die optische Dichte und Berechnung der Wachstumsfaktoren über die 
Gompertz Formeln wurde in der Folgezeit für die verschiedensten Bakterienstämme eingesetzt. So 
erforschten SUTHERLAND et al. (1994) den Effekt von Temperatur, pH-Wert, und NaCl und 
verschiedener Nährmedien auf die Generationszeit und Wachstumskurve von Staphylococcus aureus. 
MITCHELL et al. (1995) vereinfachten diese Formel zur Berechnung der durchschnittlichen 
Wachstumsrate und durchschnittlichen Generationszeit, so wie sie bei den eigenen Untersuchungen 
auch zum Einsatz kam. 
 
In den eigenen Untersuchungen war zu berücksichtigen, dass die Werte der optischen Dichte durch die 
Größe der Bakterienkörper, durch abgestorbene Zellen und durch die Form der Oberflächenanhänge, 
verfälscht werden können. Dazu dokumentierten WALBERG et al. (1996) wie Chemotherapeutika 
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nicht nur eine Veränderung der Zellanzahl, sondern auch der Zellmorphologie verursachen. Die 
Messung der optischen Dichte erfasst aber nur gemeinsam die Modifikation dieser beiden Größen. Um 
eine Verfälschung der Ergebnisse durch diese Fehlerquelle zu vermeiden erschien es für die eigenen 
Untersuchungen notwendig, die gemessenen Werte der optischen Dichte mit den tatsächlichen Werten 
der Überlebensrate und den daraus berechneten Generationszeiten zu vergleichen. 
 
Behandlungsschemata für die Enzymapplikation  
Die Auswahl der Zeitpunkte zur Enzymapplikation erfolgte nicht willkürlich. Es wurde ein 
Versuchsaufbau gewählt, der den sich verändernden Zellstoffwechsel während der statischen Kultur 
berücksichtigt. So werden beispielsweise die Gene des Salmonella Virulenzplasmids (spv) während 
der stationären Wachstumsphase oder durch externe Signale während des intrazellulären Wachstums 
aktiviert (MARSHALL et al. 1999, El-GEDAILY et al. 1997). Fimbrien werden in Abhängigkeit der 
Wachstumsphase gebildet (LOW et al. 1996) und verschiedene Stoffwechselwege wie die Bildung der 
Dehydrogenase können in der frühen exponentiellen Wachstumsphase nicht stattfinden (NOLLING u. 
REEVE 1997).  
Aus diesem Grund wurden die drei verschiedenen Zeitpunkte zur Enzymbehandlung der Flüssigkultur 
so gewählt, dass die Enzymapplikation während der Lag-Phase, der frühen und späten exponentiellen 
Wachstumsphase der Bakterienkulturen stattfinden.  
 
5.2 Wirkung und Bedeutung der Trypsin- Chymotrypsin- Papain 
Kombination auf die untersuchten Bakterienstämme  
5.2.1 S. Dublin und die Wirkung der Enzymkombination 
S.-Dublin ist weitestgehend an das Rind adaptiert, gilt aber auch als Zoonoseerreger und ist als 
Rindersalmonellose anzeigepflichtig. Plasmidhaltige S.-Dublin- Stämme erweisen sich als virulenter. 
Sie verursachen schwerwiegendere Erkrankungen als plasmidfreie Stämme, welche in der Regel nur 
leichte Durchfälle mit geringer Mortalität verursachen (WALLIS et al. 1995). Dafür kolonialisieren 
und vermehren sich die plasmidfreien Stämme von S.-Enteritidis und S.-Dublin schneller in den 
Organen, wie STEINBACH et al. (1997) bei Untersuchung zum Einfluss von Serovar spezifischen 
Plasmiden auf die Virulenz für Kälber feststellten.  
MASALSKI et al. (1987) benötigten bei experimentellen Infektionsstudien mit 20 Tage alten Kälbern 
1010 lebende Bakterienzellen für die Entwicklung des normalen klinischen Bildes mit Ausscheidung 
des Erregers über Nase und Kot. Analog dazu wurde in den eigenen Untersuchungen mit Keimmengen 
von 105 Keime/ml (Lag-Phase) bis 108 Keime/ml (späte exponentielle Phase) gearbeitet und diese mit 
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den verschiedenen Enzymkonzentrationen konfrontiert. Damit entsprach die experimentelle 
Keimdichte der infektiösen Keimdosis, was die Bedeutung der eigenen Untersuchungen in Bezug auf 
die Praxisnähe untermauert. 
Schon drei Stunden nach Inokulation von S.-Choleraesuis oder S.-Dublin in Darmschlingen von 
Kälbern und Schweinen werden die Epithelzellen des Darmes und die Zellen der Peyer-Platten 
infiziert (BOLTON et al. 1999). Dieses Stadium lässt sich mit der frühen exponentiellen 
Wachstumsphase der eigenen Untersuchungen vergleichen, in der die Bakterien nach zweieinhalb 
Stunden Vorkultivierung mit der Enzymkombination behandelt werden.  
S.-Dublin bewirkt gegenüber S.-Choleraesuis eine stärkere Gewebedestruktion (Transmissions- 
Elektronenmikroskop). Auf Grund eines gewebezerstörenden Zytotoxins ist S.- Dublin sehr viel stärker 
invasiv und zellzerstörend, wobei die Wirtadaption an das Rind nur eine untergeordnete Rolle spielt 
(MASALSKI et al. 1987).  
 
Wirkung der Enzymkombination während der Lag-Phase 
Durch den Einsatz der einfachen und zweifachen Enzymkombination nach einer Stunde 
Vorkultivierung (1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain) wird das 
Wachstum von S.-Dublin um 26% reduziert. Mit anderen Worten, in der Lag-Phase wird die maximale 
wachstumshemmende Wirkung bereits mit der einfachen Dosis erreicht. 
 
In der Adaptationsphase passt sich der Zellstoffwechsel und damit vornehmlich die Enzymsysteme der 
Zelle an die neue Umgebung an. Schlußfolgernd kann davon ausgegangen werden, dass die allgemeinen 
Stoffwechselsysteme der Bakterienzelle, wie beispielsweise die Atmungskette und der Zitronensäurezyklus 
bereits durch die einfache Enzymdosis optimal behindert werden. Die wachstumshemmende Wirkung der 
einfachen Enzymkonzentration wird aber von S.-Dublin innerhalb von drei Stunden (OD) ausgeglichen. 
Dementsprechend erholen sich die überlebenden Bakterienzellen dosisabhängig nach der primären 
Enzymwirkung. Erklärbar wird dies auch durch die kurze Halbwertzeit von 20 Minuten bei Trypsin, wie 
von BRAUN und REHN (1969) angegeben. In der Adaptationsphase werden aber nicht nur die 
Stoffwechselsysteme zur Vermehrung sondern auch zur weiteren Infektion des Wirtes bereitgestellt. Zu 
diesen während der Lag-Phase aktivierten Stoffwechselsystemen zählt das Typ-III-Sekretionssystem von 
S.-Dublin ( s. 2.2.4.5. Literaturteil). Seine Effektormoleküle (Sip) werden direkt in die Wirtzelle 
eingeschleust und beeinflussen dort als sogenannte Salmonella Invasionsproteine das Zytoskelett, die 
Zytokinproduktion und Apoptose (WOOD et al. 1996, HARDT et al. 1998). Ausgehend von diesen 
Mechanismen wäre eine Herabsetzung der Invasivität von S.-Dublin durch proteolytischen Beeinflussung 
des Wachstums und des Stoffwechsels erklärbar.
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Wirkung der Enzymkombination während der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
Während das Wachstum (OD) nach einfacher und zweifacher Dosierung in der Lag-Phase gleichmäßig 
verzögert wird, reduziert die zweifache Dosis in der frühen exponentiellen Wachstumsphase das 
Wachstum (70%) stärker. Folglich behindert die Enzymkombination die in der exponentiellen 
Wachstumsphase massiv ablaufende Zellteilung in Abhängigkeit der Dosis. 
 
Während der frühen exponentiellen Wachstumsphase trifft die gleiche Enzymmenge auf eine größere 
Bakterienanzahl, welche sich überwiegend in den verschiedenen Stadien der Zellteilung befinden. 
Hervorzuheben ist, dass in der eigenen Untersuchung auch die niedrigeren Dosen (0,5c, 0,1c, 0,001c) 
in der frühen exponentiellen Wachstumsphase das Wachstum 3% stärker als in der Lag-Phase 
hemmen. Daraus ist eine stärkere Empfindlichkeit der Bakterienzellen für proteolytische Prozesse 
durch die Enzymkombination während der frühen exponentiellen Wachstumsphase abzuleiten. 
 
Ein vergleichbares Ergebnis liefert die Überprüfung der Überlebensrate (KbE). In beiden 
Wachstumsphasen bewirkt die zweifache Enzymkonzentration primär ein Absterben der Bakterienzell-
anzahl und eine über zwölf Stunden verlängerte Generationszeit. Die Enzymkombination hat auf 
S.-Dublin also primär eine bakteriolytische Wirkung. Niedrigere Konzentrationen, wie die 0,5-fache 
Enzymdosis, bewirken eine Bakteriostase für 30 Minuten und nach sechs Stunden ein signifikant 
langsameres Bakterienwachstum im Vergleich zur Kontrolle.  
Da die Hemmung des Bakterienwachstums über mehrere Stunden nachweisbar ist, muss zwangsläufig 
die Wirkung der Enzymkombination über die reine Proteolyse von Zelloberflächen hinaus gehen. 
 
Die Mehrfachapplikation der Enzymkombination nach sechs Stunden erwies sich als sinnvoll, da sich 
der wachstumshemmende Effekt in allen Enzymkonzentrationen um durchschnittlich 10% verstärkte. 
Zu klären bleibt, ob die Infektiosität von S.-Dublin durch das Enzymgemisch im metaphylaktischen 
Einsatz in den ersten Phasen der Infektion mittels Verringerung der Erregeranzahl und deren 
Invasionsfähigkeit reduziert wird und so die in vitro Ergebnisse bestätigt.  
Von 50 S.-Dublin Stämmen aus bovinem und humanem Kot von Durchfallpatienten produzierten 65%  
zytotoxische Toxine und andere zytotoxische Faktoren (KRISTIANSEN et al. 1987) wie 
beispielsweise Hautpenetrationsfaktoren und mannosesensitives Hämagglutinin. Diese 
Pathogenitätsfaktoren werden zur Invasion der Wirtzellen in den ersten Wachstumsphasen gebildet. 
Wenn diese Faktoren aus Proteinen bestehen, werden sie durch die Enzymkombination direkt reduziert 
und vermindern somit erheblich die Virulenz des Erregers. 
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Wirkung der Enzymkombination während der späten exponentiellen Wachstumsphase 
In der späten exponentiellen Wachstumsphase halbiert die zweifache Enzymdosis die Zunahme der 
Keimdichte. Während der Stoffwechsel in der frühen exponentiellen Phase primär auf Zellwandaufbau 
und Zellteilung ausgerichtet ist, werden in der beginnenden stationären Phase vorwiegend 
Virulenzgene (Transkriptionsgen SpvR KRAUSE et al. 1995) wie beispielsweise das rpoS Gen 
aktiviert (PAESOLD u. KRAUSE 1999). Dieses kodiert vier verschiedene Proteine, die damit in dieser 
Wachstumsphase der Proteolyse durch die eiweißspaltenden Enzyme ausgesetzt werden. Auch in 
dieser späten Phase lässt sich der Stoffwechsel durch die Enzymkombination so beeinflussen, dass die 
allgemeine Zellvermehrung gehemmt wird. Außerdem werden die an der Oberfläche angeordneten 
Fimbrien reduziert, wie durch den Schwärmversuch eindrucksvoll bewiesen wurde. 
 
Die Verzögerung der Zellteilung kann sogar durch zelleigene Systeme forciert werden. So enthält 
beispielsweise das G19 Virulenzplasmid vagC/D Virulenzgene, welches bei Nahrungsmangel die 
Zellteilung bis zur Replikation beider Virulenzgene verhindert (PULLINGER u. LAX 1992).  
 
Invasive Salmonellenstämme verursachen die pathologischen Gewebeveränderungen des Gastro-
intestinaltraktes unter anderem durch die TNF α-Produktion von Leukozyten, Makrophagen und 
Enterozyten. Diese TNF α-Produktion wird durch ein Trypsin empfindliches Polypeptid der 
Salmonellen vermittelt (CIACCI - WOOLWINE et al. 1997) und unabhängig von der Phagozytose 
durch Makrophagen auch in das umgebende Milieu ausgeschüttet. Folglich kann von einer weiteren 
positiven Wirkung von Trypsin in vivo durch Proteolyse dieses Polypeptides ausgegangen werden. 
 
Zusätzlich wirkt die Enzymkombination auf intrazelluläre Salmonellen. MITIN et al. konnten 1983 ein 
Verhältnis zwischen der Aktivität von Trypsin sowie Chymotrypsin im Duodenallumen (abhängig von 
pH- Wert 40% - 80% in Enterozyten) und dem Übergang in die Mucosa nachweisen. Dies erscheint 
insbesondere deshalb bedeutsam, da die meisten Antibiotika intrazellulär nur eine unzureichende 
Wirkung aufweisen. 
 
5.2.2 S. Enteritidis und die Wirkung der Enzymkombination 
Der Zoonoseerreger S.-Enteritidis zählt zu den nicht wirtadaptierten Subspecies mit hoher Virulenz für 
Rind, Schwein, Wirtschaftsgeflügel und den Menschen (Lebensmittelinfektion). Zwischen 1985 und 
1990 verdreifachte sich die Anzahl der humanen Salmonellosen in der BRD, wobei die höchste 
Insidenz bei S.-Enteritidis Phagentyp 4 lag (KIST 1991). Auch in anderen europäischen Ländern wie 
beispielsweise der Schweiz (SCHMID et al. 1996) und in Spanien (DORRONSORO et al. 1996) 
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handelte es sich in 80% der humanen Salmonellen Infektionen um S.-Enteritidis. Dabei wurde die 
Infektion hauptsächlich durch Verzehr von Speisen aus rohen oder nicht völlig durch gegarten Eiern 
verursacht. Bei Untersuchungen zur Gesamtkontamination von Eiern in Kanada sprachen nur 83% 
aller isolierten Phagovaren von S.-Enteritidis auf Antibiotika an (POPPE 1994). Diese Tatsache ist ein 
weiterer wichtiger Grund, S.-Enteritidis in diese Untersuchung mit Enzymen einzubeziehen.  
Da S.-Enteritidis nicht nur einen Magen-Darm-Infekt sondern auch schwerwiegende Folgeerkrankungen 
auslösen kann, ist auch seine Verbreitung im Blut interessant. Bei Untersuchungen in England und 
Wales wurden in 2% aller Blutproben nichttyphoidale Salmonellen festgestellt (THRELFALL et al. 
1992). Während bei diesen Untersuchungen am häufigsten S.-Typhimurium und S.-Enteritidis 
nachgewiesen wurden, hatten S.-Dublin und S.-Choleraesuis die höchste Insidenz bei Septikämien. 
 
Wirkung der Enzymkombination während der Lag-Phase 
Die Enzymkombination löst bei S.-Enteritidis sowohl in der Lag-Phase als auch in der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase eine annähernd äquivalente Wachstumshemmung aus.  
Die Enzymkonzentration verzögerte insbesondere die Vermehrung der Keimdichte und reduziert 
dadurch die Wachstumsleistung um 12% (0,5c) bis 20% (2c). Folglich entspricht die Intensität der 
Stoffwechselhemmung in der Lag-Phase der Fähigkeit, den Aufbau der neuen Zellwand während der 
frühen exponentiellen Wachstumsphase zu stören (s. Wachstumsphasen 2.2.2. Literaturteil). 
In Prokaryonten befindet sich der überwiegende Teil der Stoffwechselsysteme im Bereich der 
Zytoplasmamembran (ROLLE u. MAYR 1993). Deshalb kann man bei der Wachstumshemmung 
während der frühen exponentiellen Wachstumsphase nicht zwischen einer ausschließlichen Hemmung 
des Stoffwechsels, welcher die neue Zellwand aufbaut, und ihrer tatsächlichen Proteolyse 
unterscheiden. 
Die zweifache Enzymdosis erzielt eine 6% stärkere Wachstumshemmung im Vergleich zur einfachen 
Enzymkonzentration. Somit wirkt die Enzymkombination auf den Zellstoffwechsel von S.-Enteritidis 
primär dosisabhängig, da die jeweilige Vorkultivierungszeit kaum einen Unterschied bewirkt. 
Zellwandständige Enzymsysteme, wie etwa die Proteine des Zitronensäurezyklus und der 
Atmungskette, befinden sich auf beiden Seiten der Zytoplasmamembran. So besteht beispielsweise das 
Citrat-Carrier-Protein (Zitronensäurezyklus) aus 11 bis 12 die Membran überspannenden 
Aminosäuresegmenten (ISHIGURO et al. 1992) (citC Gen). Daher sind die äußeren Anteile dieser 
Stoffwechselsysteme so wie die porenbildenden Anteile der Zellwand als erste der Proteolyse durch 
die Enzymkombination ausgesetzt.  
Aus diesem Grund können auch niedrige Enzymkonzentrationen den äußeren Teil solcher Stoffwech-
selsysteme zumindest partiell beschädigen. Die dann daraus resultierende Einschränkung des 
Wachstums konnte in den eigenen Untersuchungen für die 0,5-fache Enzymkonzentration in beiden 
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Wachstumsphasen durch verringertes Wachstum der optischen Dichte und reduzierter Überlebensrate 
bestätigt werden. Niedrigere Dosierungen wären gleichfalls in der Lage, Stoffwechselsysteme, wie 
beispielsweise das durch CHEN et al. 1996 beschriebene Invasion vermittelnde Typ-III-
Proteinsekretionssystem der Salmonellen, langfristig zu beeinflussen.  
Dosisabhängig können höhere Enzymmengen durch Proteolyse der Zellwand auch den inneren Teil 
der Bakterienzelle erreichen, um dann Proteine zur Vermehrung, wie die von MIYAHARA et al. 1997 
entdeckten Endonukleasen, zu beeinflussen. Dies erklärt die stark eingeschränkte Vermehrung der 
Keimdichte insbesondere nach Applikation der zweifachen Enzymdosis. 
 
Wirkung der Enzymkombination während der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
Für niedrige Dosierungen der Enzymkombination wird in der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
ein das Wachstum stärker hemmender Effekt (13% bei 0,1c) als in der Lag-Phase (5% bei 0,1c) 
nachgewiesen. Ergo ist die sich teilende und im Aufbau befindliche Zellwand für niedrigere 
Enzymdosen empfindlicher als in der Adaptationsphase.  
Die Nukleotidbindungsprotease (sfbB) zur Transkription der Stoffwechselproteine und die zyto-
plasmatische Permease (sfbC) (PATTERY et al. 1999) werden durch niedrigere Enzymkonzen-
trationen vermutlich nicht zerstört, da sie durch die intakte Zellwand in der Adaptationsphase 
geschützt sind. Ebenso befinden sich die Regulatorsysteme zur Produktion von Hüllen- und 
Sekretorischen Proteinen (PhoP-PhoQ Zweikomponenten Regulatorsystem GUNN et al. 1998) 
innerhalb der Zelle. An solchen Hüllen- und Porenproteinen wird die proteolytische Aktivität der 
eingesetzten Enzyme bei niedrigen Konzentrationen wahrscheinlich abgefangen. Zu solchen 
Hüllenproteinen zählen auch die für die rasche Vermehrung notwendigen Porenproteine 
(Siderophorentransport s. Literatur), der foxA Rezeptor (KINGSLEY et al. 1996, 1999), das 
Außenmembran Protein OmpX (PATTERY et al. 1999) und das energieübertragende Protein TonB. 
Zur Zellteilung muss die stabile Zellwandstruktur partiell aufgelöst werden. Sie ist somit für die 
Proteolyse empfindlicher und ermöglicht damit eine stärkere Diffusion der Enzyme ins Zellinnere. Das 
erklärt die stärkere Wachstumshemmung von Trypsin, Chymotrypsin und Papain während der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase in den vorliegenden eigenen Untersuchungen. 
 
Gleichwohl ist nicht nur die Wachstumshemmung durch die eingesetzten Enzyme von Bedeutung, 
sondern auch deren Fähigkeit, die Pathogenität des Erregers zu vermindern.  
Zu den der Proteolyse ausgesetzten Hüllenproteinen gehören die Typ-1 Fimbrien. Sie spielen, 
möglicherweise in Kombination mit anderen Fimbrientypen, eine wichtige Rolle zu Beginn einer 
Infektion (EWEN et al. 1997). Ihr Stellenwert liegt primär in der Kolonialisierung und Adhärenz an 
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die Wirttargetzelle, gefolgt vom Eindringen in die gastrointestinale Darmmucosa (BAUMLER et al. 
1996). Desweiteren zählen zu den Hüllenproteinen alle Außenmembranproteine. Würde beispielsweise 
das durch tolC kodierte Außenmembranprotein (STONE u. MILLER 1995) infolge der 
Enzymbehandlung zerstört, käme der Transport für das Zytotoxin (α-Hämolysin) zum Erliegen. Auch 
weitere Pathogenitätsfaktoren wie die Diarrhoe auslösende UDP-glukose-dehydrogenase (GUNN et al. 
1998) könnten durch die Proteolyse blockiert werden. 
 
Nach Applikation der 0,001-fachen Enzymkonzentration wird die Zunahme der Keimdichte für ein bis 
zwei Stunden um 6% erhöht und fällt dann in beiden Wachstumphasen schneller als die Kontrolle ab. 
In dieser niedrigen Dosis werden primär die Eiweiße des Nährmediums aufgeschlossen, die so für die 
Bakterienzelle einfacher verfügbar sind. Auf Grundlage dieser Annahme kommt man zu dem 
Ergebnis, dass die einzelnen Phasen der statischen Kultur schneller ablaufen. 
 
Wirkung der Enzymkombination während der späten exponentiellen Wachstumsphase 
In der späten exponentiellen Wachstumsphase bewirkt nur die zweifache Enzymkonzentration eine 
Wachstumshemmung von 7%. Die Keimdichte nimmt nach der Enzymapplikation um 30% bis 50% 
langsamer zu. In dieser späten Phase verlangsamt sich die Zellvermehrung auf Grund zunehmender 
ungünstigerer Milieubedingungen, die durch die Enzymbehandlung offensichtlich verstärkt wird. In 
dieser Phase werden Virulenzfaktoren wie die vier Proteine der plasmidkodierten spv Virulenzregion 
(SUZUKI et al. 1994, FIERER et al. 1993) verstärkt aktiviert. Dabei bildet das SpvA Protein in der 
Außenmembran und das SpvD im umgebenden Milieu (El-GEDAILY et al. 1997) sicher gute 
Angriffspunkte zur Proteolyse. Dagegen können das SpvB Protein der Innenmembran und das SpvC 
im Zytoplasma vermutlich nur durch sehr hohe Enzymkonzentrationen beeinflusst werden.  
Das SpvB Gen kodiert eine ADP-ribosyl-Transferase, die Proteine von Makrophagen und 
Epithelzellen verändert und die Konversion von G zu F Aktin (Zellteilung) verhindert (TEZCAN- 
MERDOL et al. 2001). Durch Behandlung mit hohen Enzymkonzentrationen oder durch 
Mehrfachapplikation könnte dieses Protein angegriffen und dadurch die Pathogenität des Erregers 
vermindert werden. Auf diese Weise ist es denkbar, die Todesfolge nach schwerer Infektion des 
Patienten in praxi zu vermeiden.  
Ein weiterer Virulenzfaktor ist das trypsinempfindliche Zytotoxin von Salmonellen (KOO et al. 1984  
s. Literatur). Die Heftigkeit der Salmonelleninfektion würde also auch durch Degradierung dieses 
Toxins gemildert werden können. 
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Wirkung der Enzymkombination nach Mehrfachapplikation  
Die stärkste Reduzierung des Wachstums (38%) wird durch die zweifache Applikation der zweifachen 
Enzymdosis nach sechs Stunden erreicht. Unmittelbar nach beiden Enzymapplikationen setzt die 
Zunahme der Keimdichte völlig aus und die Überlebensrate (KbE) sinkt. Durch die mehrfache 
Anwendung potenziert sich die Enzymwirkung um 10%. Die Ursache ist wahrscheinlich darin 
begründet, dass die sonst in der Zelle geschützt liegenden oben genannten Stoffwechselsysteme 
angegriffen werden. Dazu gehört ebenfalls der von S.-Enteritidis produzierte Faktor, welcher 
irreversibel die Ribosomen der Wirtzelle durch Behinderung der mRNA Translokation inaktiviert. 
BRIGOTTI et al. (1993) konnten diesen extrahierten Faktor mit Trypsin zerstören.  
 
Die Wachstumsrate der 0,001-fachen Enzymkonzentration wird durch die zweite Enzymapplikation 
ebenfalls gedrosselt. Trotz der sehr niedrigen Enzymkonzentration überwiegt die Proteolyse der Zellen 
den Einfluß des verbesserten Nährstoffangebotes. Dies erklärt die Minderung des Wachstums um 14% 
in den eigenen Untersuchungen. Durch die wiederholte Applikation von niedrigeren Enzym-
konzentrationen können auch extrazelluläre Proteine wie das zytotoxische Enterotoxin (Hemmung 
Proteinsynthese RUMEU et al. 1997) und das durch Ganglioside, Trypsin und Papain inhibierbare 
Zytotoxin (RAHMAN et al. 1994) hydrolysiert werden. Desweiteren werden vermutlich auch die von 
JEFFREYS et al. 1998 beschriebenen Kälteschockproteine, die S.-Enteritidis auch bei niedrigen 
Temperaturen überleben und wachsen lassen und die Proteine des multiple Antibiotikaresistenz operon 
marRAB (KUNONGA et al. 2000), durch die Enzymbehandlung geschädigt. 
 
5.2.3 S. Typhimurium und die Wirkung der Enzymkombination 
S.-Typhimurium gehört zu den nicht wirtadaptierten Subspecies mit hoher Virulenz für Rind, Schwein, 
Wirtschaftsgeflügel und den Menschen. Der Zoonoseerreger befällt den Magen-Darm-Kanal und 
benötigt in Abhängigkeit zum Immunstatus des Wirtes nach SELBITZ (1992) eine Infektionsdosis von 
mindestens 105 Keimen. Die Wirkung der Enzymkombination auf Salmonella Dt104 ist interessant, da 
dieser multiresistente Stamm zahlreiche Antibiotikaresistenzen aufweist (BRACKELSBERG et al. 
1997). 
Die sekretorisch-inflammatorische Reaktion auf S.-Typhimurium ist stärker als die auf S.-Dublin, 
obwohl beide Serotypen in vergleichbarer Anzahl in der Darmschleimhaut von Rindern isoliert wurden 
(WATSON et al. 1998). Folglich sind bei der Entstehung der Darmentzündung außer den 
serotypischen Invasinen noch andere Faktoren notwendig. S.-Typhimurium bildet ein extrazelluläres 
proteinhaltiges Enterotoxin, das zu Flüssigkeitsansammlung und Dilatation des Dünndarmes führt. 
RAHMAN et al. (1994) konnten feststellen, dass sich dieses hitzelabile Enterotoxin durch Trypsin und 
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Papain komplett zerstören lässt. Aber das stn Gen, welches die Enterotoxinbildung kodiert, spielt bei 
der Entstehung der Darmentzündung eine untergeordnete Rolle (Mutationsversuche WATSON et al. 
1998). Dagegen haben Salmonella Invasionsproteine (Sip) und andere Proteine, die durch das Inv/ Spa 
Typ-III-Sekretionssystem von Salmonellen ausgeschleust werden, eine Schlüsselrolle bei der 
Entstehung der akuten Darmentzündung. So werden die Effektorproteine SopA, SopB und SopD in die 
eukaryontische Zelle ausgeschieden und verursachen die Entzündung und Flüssigkeitssekretion im 
Bereich der infizierten Darmschleimhaut (WOOD et al. 2000). Die Mutation des invH Gen (kodiert 
Inv/ Spa Typ-III-Sekretionssystem) von S.-Typhimurium reduziert den Schweregrad der Entzündung 
signifikant ohne die Wirtabwehr zu beeinflussen (WATSON et al. 1998). Weiterhin werden die 
Schleimhautveränderungen durch eine S.-Typhimurium Infektion teilweise durch eine exzessive 
Produktion von reaktivem Sauerstoff ausgelöst. Dadurch wird das intestinale Antioxidanssystem des 
Wirtes mit den Enzymen Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase, Katalase, Glutathionreduktase, 
Glukose-6-phosphat Dehydrogenase und der Vitamin E-Gehalt verbraucht (MEHTA et al. 1998). 
 
Wirkung der Enzymkombination während der Lag-Phase 
Mit 20 % (1c) bis 27% (2c) Wachstumsreduktion ist die Wirkung der Kombination Trypsin-
Chymotrypsin-Papain bei S.-Typhimurium in der Lag-Phase stark dosisabhängig. Die primär 
verzögerte Zunahme der Keimdichte resultiert während der Anpassungsphase, wie bei S.-Enteritidis 
bereits dargelegt, aus der allgemeinen Beeinflussung des Stoffwechsels im Bereich der 
Bakterienzellwand.  
Während aber bei den untersuchten Serovaren der Gruppe D1 (S.-Enteritidis und S.-Dublin) die maximale 
Enzymwirkung bereits durch die einfache Dosis in der Lag-Phase zu erreichen ist, wird die 
Wachstumshemmung nach zweifacher Dosis bei S.-Typhimurium (Serovar der Gruppe B) weiter ver-
stärkt. Grund dafür dürfte trotz der nahen Verwandtschaft der Serovare im geringfügigen Unterschied des 
Aufbaus der Zellwände liegen, wonach sie im Kauffmann-White-Schema eingeteilt werden 
(s. 2.2.4.1. Literaturteil). Die Zellwand von S.-Typhimurium mit den Oberflächenantigenen 1,4 und dem 
Geiselantigen i ist während der Lag-Phase durch hohe Enzymkonzentrationen stärker beeinflussbar, als 
die Serovare der Gruppe D1 mit den Oberflächenantigenen 1,9 und den Geiselantigenen g,m. Vermutlich 
ist die Aminosäuresequenz der O-Antigene von S.-Typhimurium stärker enzymatisch angreifbar, wodurch 
dann auch die Stoffwechselsysteme im Zytoplasma der verstärkten Proteolyse ausgesetzt sind. Dieser 
Effekt ist in den niedrigen Dosierungen [0,5-fache Enzymkonzentration  
(- 18%), bei der 0,1-fachen Enzymkonzentration (- 15%) und bei der 0,001-fachen Enzymkonzentration  
(- 9%)] in der Lag-Phase ebenfalls nachweisbar. Damit ist nur bei S.-Typhimurium die wachstums-
hemmende Wirkung der Enzyme in der Lag-Phase stärker als in der frühen exponentiellen Wach-
stumsphase. Bestätigt wird dieses Ergebnis bei der Betrachtung der Generationszeit. Nach Applikation 
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der zweifachen Dosis verlängert sich die Generationszeit innerhalb einer halben Stunde um das sechs-
fache in der Lag-Phase, in der frühen exponentiellen Wachstumsphase aber nur um das zweifache. 
 
Wirkung der Enzymkombination während der frühen exponentiellen Wachstumsphase  
In der frühen exponentiellen Wachstumsphase ist die Dezimierung des Wachstums durch die einfache 
und zweifache Enzymkonzentration mit 23% gleich stark. Zur Proteolyse von Zellwandstrukturen 
reicht offensichtlich die einfache Dosis bestehend aus:  
4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain in der frühen exponentiellen Phase aus.  
Eine mögliche Erklärung dafür liefert die Veröffentlichung von PALVA (1980). Er stellte fest, dass 
die Zellwand von S.-Typhimurium Außenmembranporen drei verschiedene Proteine enthält, die als Di- 
oder Trimere angeordnet sind. Diese über die Zellwand hinausragenden Porine sind vermutlich 
proteolytisch angreifbar. 
Da in der Lag-Phase die wachstumshemmende Wirkung der Enzyme 3% bis 6% stärker als in der 
frühen exponentiellen Wachstumsphase ist, muss nach der Adaptation der überlebensnotwendigen 
Stoffwechselsysteme die Zellwand von S.-Typhimurium für eine Proteolyse weniger angreifbar sein. 
Den ersten Angriffspunkt für Chemotherapeutika bildet die Zellwand des Erregers, die in der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase durch die schnelle Abfolge des Zellzyklus starken Umbauprozessen 
unterliegt. Die Peptidoglykan- und Proteinsynthese von S.-Typhimurium erhöht sich während des 
letzten Abschnittes des Zellteilungszyklus und die Zelle wächst hauptsächlich an den Zellpolen. Nach 
der Teilung erfolgt die Zellwandsynthese über die gesamte Zelle verteilt (COOPER 1988). Die 
Eiweiße, mit denen das Peptidoglykangerüst mit Lipoproteinen verbunden ist, werden in dieser Phase 
wahrscheinlich hydrolysiert. Eine derartige Wirkung erklärt auch bei den eigenen Untersuchungen die 
direkte Verminderung der Überlebensrate (KbE) nach Applikation der zweifachen 
Enzymkonzentration in beiden Wachstumphasen. 
 
Zur weiteren Vermehrung, Verbreitung und Infektion des Wirtes produziert der bakterielle 
Stoffwechsel Virulenzgene. Diese bilden eine weitere Zielgruppe für eine enzymatische Blockade. Ein 
solches bakterielles Enzymsystem ist das Typ-III-Sekretionssystem von S.-Typhimurium. Ähnlich wie 
bei S.-Dublin werden darüber Effektormoleküle direkt in die Wirtzelle eingeschleust. Sie verändern 
dort das Zytoskelett, die Zytokinproduktion und lösen die Apoptose der Wirtzelle aus (HARDT et al. 
1998). Die genetische Information liegt zwischen denen der mobilen Elemente. Demnach kodiert diese 
Genregion ein Proteinsekretionssystem, das sowohl die Fimbrienproteine zur Invasion als auch 
Effektorproteine zur schnellen Anpassung an die Wirtzelle und zur Replikation liefert.  
Außerdem produzieren Salmonellen bei Kontakt mit der Epithelzelloberfläche Proteine zur Adhärenz 
und Penetration. Stimulieren lässt sich diese Proteinproduktion durch Trypsin- und Neuraminidase 
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empfindliche Strukturen der Epithelzelle (FINLAY et al. 1989). Bei diesen Strukturen handelt es sich 
um ein Glukoprotein des Enterozytenzellsaumes, das wie ein Rezeptor für die mannosesensitiven Typ-1 
Fimbrien von S.-Typhimurium wirkt (GHOSH et al. 1996). Bei enzymatischer Zerstörung des 
rezeptorartigen Fimbrienanteiles könnte das Bakterium nicht mehr in die Membran gebundenen 
Vakuolen eindringen und sich dort, geschützt durch Mikrofilamente der Epithelzelle, vermehren.  
 
Wirkung der Enzymkombination während der späten exponentiellen Wachstumsphase 
Während der späten exponentiellen Wachstumsphase verursacht die Enzymapplikation eine 
unbedeutende Wachstumsverzögerung auf 96%. In dieser und in der stationären Wachstumsphase 
werden die Gene des Salmonella Virulenzplasmides (spv) aktiviert (CHEN et al. 1995, MARSHALL 
et al. 1999). Durch beginnenden Nährstoffmangel und Akkumulierung der Stoffwechselprodukte 
verlangsamt sich die Zellvermehrung, die vorhandenen Ressourcen müssen vor Konkurrenten 
verteidigt werden. Deshalb werden die spv Gene (SpvR aktiviert, SpvA hemmt) in der stationären 
Wachstumsphase oder durch externe Signale während des intrazellulären Wachstums wie beispiels-
weise bei Eisenmangel aktiviert (SPINK et al. 1994). Die Enzymkombination verlangsamt trotz 
ohnehin niedriger Wachstumsrate in hohen Konzentrationen die Zellteilung und die Überlebensrate 
(KbE) kurzfristig. Aber minimale Dosierungen der Enzyme (0,001c) steigern in dieser Phase die 
Zunahme der optischen Dichte für zwei Stunden. Wie für die frühe exponentielle Wachstumsphase 
bereits beschrieben, ist der Grund hierfür die bessere Verwertung der enzymatisch aufgespaltenen 
Nährstoffe.  
 
Wirkung der Enzymkombination nach Mehrfachapplikation  
Durch eine zweite Applikation der Enzymkombination nach sechs Stunden wird das Wachstum von 
S.-Typhimurium noch einmal um 5% bis 9% stärker verzögert. Die Zunahme der Keimdichte nimmt 
nach der zweiten Enzymapplikation um bis zu 60% schneller ab. Nach dieser Zeit ist hauptsächlich die 
Wirkung des Trypsin verbraucht, wie durch BRAUN u. REHN (1969) festgestellt wurde. Demzufolge 
kann durch die erneute Applikation der Enzymkombination der Zellstoffwechsel, hier durch die 
Zunahme der Keimdichte gemessen, weiter beeinträchtigt werden. Das wird auch durch die 
Berechnung der Generationszeiten bestätigt, die nach jeder Enzymapplikation für mindestens zwei 
Stunden verlängert werden 
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5.2.4 Enterohämolysierender E. coli O:26 und die Wirkung der Enzymkombination 
EHEC gehört zum Bestandteil der gesunden Darmflora des Menschen und der landwirtschaftlichen 
Nutztiere. Gemäß verschiedener Autoren kann man den enterohämolysierenden E. coli (EHEC) als 
Untergruppe der STEC (Shigatoxin produzierende E. coli) betrachten (GEUE et al. 2002). Die 
Pathogenität von EHEC beruht auf der Fähigkeit Shiga toxin 1/2 zu produzieren, dem Vorkommen des 
sogenannten attaching and effacing Faktors (Anheften und Zerstören) sowie einem großen Plasmid mit 
verschiedenen Virulenzgenen. Die Virulenzgene kodieren eine Katalase-Peroxidase, eine 
extrazelluläre Serinprotease und ein Hämoysin. Bei Untersuchungen zur Prävalenz von GEUE et al. 
(2002) waren 78% der EHEC Serotypen gegen Gentamycin, 58% gegen Chloramphenicol und 58% 
gegen Streptomycin resistent. Ein resistenter O:26 aus dieser Feldstudie wurde als EHEC Stamm in 
der hier erstellten Wachstumsanalyse mit Enzymapplikation getestet.  
Die Pathogenese von enteropathogenen E. coli geht in den Schritten erste Adhärenz, initiale Über-
tragung und enge Anheftung vor sich. Die erste Interaktion der Annäherung zwischen Bakterienzelle 
und Wirtzelle ist als die lokale Adhärenz (LA) bekannt. Dabei bildet eine dichte Gruppe von Bakterien 
(Kluster) Typ IV Fimbrien. Diese Fimbrien werden durch eine Präpilinpeptidase zum Bundle-forming 
Pilus (BFP) mit Disulfidbrücken geformt. In den weiteren Phasen der Anheftung und Zerstörung 
(DONNENBERG et al. 1997) werden durch dramatische Interaktionen der Verlust der Mikrovilli und 
Ablagerungen am Zytoskelett der Enterozyten ausgelöst.  
Für die Enzymkombination stellen die oben beschriebenen äußeren proteinhaltigen Zellanhänge gute 
Angriffspunkte dar. Dazu gehören auch die zur lokalen Adhärenz (LA) und zur diffusen Adhärenz 
(DA) benötigten auf Plasmiden kodierten Fimbrien (BENZ u. SCHMIDT 1989), K88, K99, die 
Kolonialisationsfaktor-Antigene (CFAI / II) und die EHEC Fimbrien (HACKER 1992).  
Diese Kolonialisationsfaktoren binden stabil über CFA-I und -II Fimbrienprotein in vitro an humane 
Bürstensaumzellen sowie Mukospräparate des Dünndarms (MYNOTT et al. 1995). Durch Antikörper-
nachweis gelang es, die unterschiedlichen Rezeptoren von Enterozyten und Erythrozyten für diese 
Bindung nachzuweisen. Die physiologische Funktion der mannoseresistenten Hämagglutination besteht 
in der Kolonialisation des Darmes, die pathologische Bedeutung liegt in der extraintestinalen Infektion 
(CZIROK et al. 1984). Durch Proteolyse der Bindungsstrukturen des Erregers oder des Wirtes könnte die 
Vehemenz der Infektion unabhängig vom Besiedelungsort abgemildert oder verhindert werden. 
Zur Behinderung der bakteriellen Vermehrung durch supplementierte Enzyme eignet sich auch die 
Zellwand als Bestimmungsort. Schon 1969 wurde der Aufbau der E. coli Zellwand durch 
Enzymbehandlung und Messung der optischen Dichte erforscht (BRAUN u. REHN 1969). Trypsin 
spaltet das Murein-Lipoprotein der Zellwand, so dass nur noch Lysin als terminale Aminosäure des 
Lipoproteins an jedem zehnten Murein verbleibt. Elektronenmikroskopisch konnte die Trennung der 
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Membranstrukturen in zwei einzelne Schichten dargestellt werden (Abb. 2), was auch den schnellen 
Abfall der optischen Dichte erklärt. 
BRAUN u. REHN (1969) vermuteten einen mosaikartigen Zusammenhang zwischen Lipoprotein und 
Mureinschicht, bei dessen Zerstörung die allgemeine Integrität und damit sowohl das passive Skelett 
als auch die aktiven Transportfunktionen verloren gehen. Dabei spielt sicher auch der Anteil an 
Lipopolysacchariden in der Zellwand eine große Rolle. 
 
Wirkung der Enzymkombination während der Lag-Phase  
Bei EHEC (O:26) reduziert die Enzymkombination das Wachstum während der Lag-Phase um 16% 
(1c) bis 20% (2c). Im Verlauf der Adaptationsphase ist auch bei diesem Erreger der Zellstoffwechsel 
im Bereich der Zellwand durch die Enzyme leicht angreifbar.  
Bestätigt wird dies durch ältere Untersuchungen, bei denen für einige Proteine des Zellstoffwechsels 
und der Zellwand die Sensibilität für proteolytische Enzyme, speziell bei dem bereits sehr gut 
erforschten E. coli, bewiesen wurde. So konnten KAMESHITA et al. (1979) das Enzym Phospho-
enolpyrovatkarboxylase aus der Glukolyse und Glukoneogenese durch Trypsin, α-Chymotrypsin, 
Papain und Subtilisin inaktivieren. Ebenfalls werden Porenproteine wie beispielsweise das TolQ 230 
Aminosäureprotein (VIANNEY et al. 1994) durch Proteasen zerstört.  
 
Die eigenen Untersuchungen beweisen, dass zur Beeinflussung solcher Stoffwechselsysteme die 
einfache Dosis in der Lag-Phase ausreicht, da eine Verdoppelung der Enzymdosis die Wachstums-
hemmung nur um weitere 4% steigert. Die Zunahme der Keimdichte wird bereits nach Applikation der 
einfachen Dosis auf 65% verzögert.  
Die oben beschriebenen Porenproteine machen die Außenmembran permeabel zur Aufnahme von 
größeren oder filamentösen Strukturen, wobei die Barrierefunktion gegen Antibiotika, Gallensalze und 
proteolytische Enzyme erhalten bleibt. Folglich kann die primär nur von außen wirkende Enzym-
kombination nach Proteolyse der Porenproteine dosisabhängig auch zytoplasmatische Elemente 
angreifen. VIANNEY et al. inkubierten 1994 das gesamte TolQ mit Trypsin (0,1 mg/ml) und zerlegten 
es in fünf Fragmente. Das zur Endozytose notwendige Fusionsprotein TolQ befindet sich teilweise im 
Periplasma, wo es als TolQ-alkalische Phosphataseprotein (TolQ-PhoA) gleichfalls für Chymotrypsin 
empfindlich ist. 
Die proteolytische Wirkung der Enzymkombination auf den bakteriellen Zellstoffwechsel wird auch 
durch die Art der Wirkung auf die Überlebensrate belegt. Nach Applikation der zweifachen Enzym-
konzentration fällt die Überlebensrate in Stase und erst nach weiteren zwei Stunden verlangsamt sich 
das Bakterienwachstum von EHEC signifikant. Trotz der hohen Dosis wird in der Adaptationsphase 
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also primär der Stoffwechsel behindert und so eine Stase ausgelöst. Diese Wirkung ist so nachhaltig, 
dass die Zellteilungsprozesse (errechnet als Generationszeit) über 24 Stunden verlangsamt ablaufen.  
 
Die 0,5-fache Enzymkonzentration provoziert in den beiden frühen Wachstumsphasen eine für eine 
Stunde verstärkte Zunahme der Keimdichte. Daraus entwickelt sich eine Steigerung der Wachstums-
leistung um 7% bis 11%. Aus diesen Daten könnte man auf eine Förderung des Bakterienwachstums 
durch niedrige Enzymdosen schließen, aber die Werte der Überlebensrate (KbE) bestätigen dies nicht. 
Sie wird durch die 0,5-fache Enzymdosis in Stase versetzt und eine Stunde nach Applikation tritt eine 
signifikant verzögerte Wachstumsrate (µ) ein. Wahrscheinlich handelt es sich bei den Daten der 
optischen Dichte um ein falsch positives Ergebnis, da die absterbenden Zellen einen „Schatten“ 
hinterließen, der in den anderen Enyzmkonzentrationen bereits aufgelöst wurde. Diese 
Schlussfolgerung wird durch die Ergebnisse von WALBERG et al. (1996) bestätigt. Er fand heraus, 
dass sich die Zellgröße und der zelluläre DNA-Gehalt nach Behandlung mit Chemotherapeutika in 
Flüssignährmedium deutlich verändern und somit einen Einfluss auf die optische Dichte haben.  
Es gibt jedoch auch Proteine, die für die Proteolyse strukturell unempfindlich sind. So verliert das 
cAMP Rezeptorprotein ohne Bindung an cAMP seine Empfindlichkeit für Trypsin, Subtilisin und  
S. aurerusV8 Protease (ANGULO u. KRAKOW 1985,1986). Das cAMP fungiert als Bote bei der 
Wirkung von Hormonen wie Glukagon und Adrenalin, kann Enzyme aktivieren und 
Membrantransportsysteme beeinflussen. Ist das cAMP Rezeptorprotein an den DNA-Strang gebunden, 
ist es dann nur noch durch Chymotrypsin angreifbar.  
 
Wirkung der Enzymkombination während der frühen exponentiellen Wachstumsphase  
Die Enzymkombination reduziert bei EHEC (O:26) nach Applikation der einfachen Dosis sowohl in 
der Lag-Phase als auch in der frühen exponentiellen Wachstumsphase das Wachstum um 14% bis 
16%. Die proteolytische Wirkung ist in der frühen exponentiellen Wachstumsphase stärker abhängig 
von Dosis und Wachstumsphase, da die zweifache Dosis eine 11% stärkere Wachstumshemmung im 
Vergleich zur einfachen Dosis verursacht.  
Auch die Versuche von BRAUN u. REHN (1969) funktionierten nur während der Lag- und 
exponentiellen Wachstumsphase. Nach Trypsinbehandlung verringert sich die optische Dichte der  
E. coli Zellwand innerhalb von zwei Minuten um 50%. Papain erreicht in den ersten zwei Minuten die 
Hälfte und Chymotrypsin ca. 10% der Wirkung von Trypsin. Der Abfall der optischen Dichte 
resultierte nach Meinung von BRAUN u. REHN aus einer Trennung zwischen innerer und äußerer 
Zellmembran, wodurch ein Verlust der Zellwandintegrität entstand. 
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Da aber nicht nur der Bakterienkörper sondern auch seine Zellanhänge einen „Schatten“ werfen, kann 
durch die Proteolyse solcher Strukturen auch die optische Dichte verkleinert werden. Solche 
Zellanhänge sind insbesondere die proteinhaltigen Oberflächenstrukturen zur Adhärenz an die 
Wirtzelle. Die proteolytische Wirkung auf die Anheftung von K88 Fimbrien von enterotoxischen 
E.-coli konnten MYNOTT et al. (1996) belegen. Durch orale Verabreichung von Bromelain an Ferkel 
konnte die Anheftung von K88 Fimbrien signifikant und dosisabhängig bis auf ein Minimum reduziert 
werden (MYNOTT et al. 1996). Das Fimbrienprotein der Typ IV-pili (bundle-forming- pilus) zur 
lokalen Adhärenz mit extrazellulären Pilifilamenten (SOHEL et al. 1993), das CS15 Protein 
enterotoxigener E. coli (PICHEL et al. 2000) oder die mit Durchfall assoziierten F1845 Fimbrien 
(BILGE et al. 1993) werden alle dem Einfluss der Enzymkombination ausgesetzt. Durch die 
Hydrolyse dieser Strukturen wird die Anheftung von EHEC an die Microvilli unterbunden und die 
Destruktion einschließlich dem Abbau der Darmschleimhaut des Wirtes (KNUTTON et al. 1989) 
verhindert.  
In den eigenen Untersuchungen zeigen die niedrigen Enzymdosierungen nur in der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase eine Wirkung. Während die 0,1-fache Enzymdosierung in der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase eine Reduktion des Wachstums um 12% bewirkt, bleibt das 
Keimwachstum in der Lag-Phase unbeeinflusst. Folglich lässt sich die in Teilung befindliche Zellwand 
auch durch niedrigste Enzymkonzentrationen zersetzen. Dabei werden hauptsächlich die wand-
ständigen Porenproteine (PALVA 1980) und die zur Zellteilung benötigten Proteine von der 
Proteolyse betroffen sein. So wird beispielsweise die Einstülpung der Zellwand an der Teilungsstelle 
von einer Tubulin-like GTPase (FtsZ) ausgelöst, indem es an ein ZipA Protein der inneren Membran 
bindet und so einen Membran assoziierten Teilungsring herstellt (HALE u. DE BOER 1997). Die 
phylogenetisch sehr alte Tubulin-like GTPase ist als Protein vermutlich selbst für die Hydrolyse 
anfällig und kann zusätzlich durch Trennung der inneren und äußeren Zellmembran nach Einwirkung 
von Trypsin (s. BRAUN u. REHN 1969) nicht mehr an das Zip Protein anbinden. 
 
Wirkung der Enzymkombination während der späten exponentiellen Wachstumsphase  
Wie BRAUN u. REHN bereits 1969 vermuteten, wird in der stationären Wachstumsphase die 
Zellwand strukturell so umgebaut, dass auch eine verlängerte Behandlung mit Trypsin kaum eine 
Wirkung zeigt. Diese Vermutung wird in den eigenen Untersuchungen erhärtet, da nur die zweifache 
Enzymkonzentration in der späten exponentiellen Wachstumsphase eine Wachstumsverzögerung von 
92% erreicht. Es ist bekannt, das das Mureingerüst der Zellwandwachstumszone von  
E. coli sich bei Mangel an Lysin oder Methionin verändert. Die zelleigenen Mureinhydrolasen werden 
gehemmt und damit die Autolyse der Zelle verlangsamt (GOODELL u. TOMASZ 1980). Auf diese 
Art und Weise wird auch die Effektivität von Trypsin betroffen sein.  
  72
 
Aus der Veröffentlichung von BRAUN u. REHN (1969) konnte geschlussfolgert werden, dass die 
Enzyme von außen wirken und erst sekundär ins Zellinnere eingeschleust werden. Folglich werden 
primär die exprimierten proteinhaltigen Virulenzfaktoren der Bakterienzelle durch die Enzym-
behandlung in dieser Wachstumsphase angegriffen. Dazu gehören die in der späten exponentiellen 
Wachstumsphase gebildeten Typ-1 Pili, welche mannosesensitive Agglutination von Hefezellen 
verursachen (ESHDAT et al. 1981). Dem zugeordnet werden kann auch das von SELTMANN et al. 
(1985) beschriebene thermolabile Protein, welches als Enterotoxin bei der Exozytose an die 
Lipopolysaccharide der Zellwand gebunden wird.  
 
Ein anderes hitzestabiles Enterotoxin von E. coli stimuliert die membrangebundene Guanylatzyclase in 
Darmzellen und induziert Flüssigkeits- und Ioneneinstrom (CRANE et al. 1992). Diese beiden 
außerhalb der Zelle wirkenden Toxine werden vermutlich auch durch niedrige Trypsin und Papain-
spiegel beeinflusst, was für das dem Papain nahe verwandte Bromelain bereits bewiesen wurde. So 
reduziert Bromelain die durch E. coli Enterotoxin (hitzestabil) verursachte Sekretion um 62%, bei 
Choleratoxin um 51% und bei hitzelabilem Enterotoxin um 35% (MYNOTT et al. 1997). Im Versuch 
verhinderte die Cysteinproteinase Bromelain auch die sekretorischen Veränderungen durch PGE2, 
Theophyllin und andere für den intrazellulären Ionentransport bekannte Mediatoren. Dabei wird die 
Vitalität der Zelle nicht verändert, sondern die Sekretion über Adenosin3`:5`-cyclisches Mono-
phosphat, Guanosin3`: 5`-cyclisches Monophosphat und die Ca-abhängige Signalkette verhindert.  
 
Bei der Destruktion von Proteintoxinen durch die Enzyme könnte auch das Shigatoxin 1/2 eine Rolle 
spielen. Das Toxin zerstört Endothelzellen und verursacht so die hämorrhagische Kolitis und das 
hämolytisch-urämische Syndrom. Bestimmte Komponenten des Shgia-like Toxin von E. coli können 
proteolytisch aufgelöst werden, wie BROWN et al. (1982) bewiesen. Damit würde die Fähigkeit, die 
Proteinsynthese in Säugetier- und Bakterienzellen zu boykottieren (verlängert die Elongation der 
Translokation TESH u. O`BRIEN 1991) und den Flüssigkeitseinstrom in den Darm verhindert werden.  
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Wirkung der Enzymkombination nach Mehrfachapplikation  
Die stärkste Reduzierung des Bakterienwachstums (um 40%) entsteht durch die zweite Applikation der 
zweifachen Enzymdosis. Die zweite Enzymapplikation verkleinert die Zunahme der Keimdichte 
nochmals um 50%. Folglich lässt sich die Wirkung der Enzymkombination nach sechs Stunden in 
gleicher Stärke wiederholen. Aber die Minimaldosis (0,001-fache Enzymkonzentration) bewirkt bei 
wiederholter Applikation nach sechs Stunden, sowie in der späten exponentiellen Wachstumsphase 
eine Steigerung des Wachstums von 3%. Hier überwiegt die verbesserte Verwertung der enzymatisch 
aufgespaltenen Nährstoffe die Hydrolyse von Oberflächenproteinen. So wird durch minimale 
Enzymdosen die späte logarithmische Wachstumsphase verlängert. Dabei ist sicher auch die erhöhte 
Säuretoleranz von EHEC am Ende der logarithmischen Wachstumsphase von pH 5 auf  
pH 3 hilfreich (ARNOLD u. KASPAR 1995). Desweiteren ist E. coli in der Lage, durch das 
periplasmatische Protein Ecotin Trypsin- und Chymotrypsinmoleküle zu binden und vollständig zu 
inaktivieren. Das ist bei Papain, Pepsin Subtilisin, Thermolysin und S. aurerusV8 Protease nicht 
möglich (CHUNG et al. 1983). Es ist also durchaus sinnvoll, eine Cysteinproteinase wie Papain mit 
Serinproteinasen wie Trypsin, und Chymotrypsin zu kombinieren. 
 
5.2.5 Vergleich der Enzymwirkung auf die untersuchten Bakterienstämme  
in Abhängigkeit von den Wachstumsphasen 
Wachstum der Kontrollen 
Das Wachstum der vier untersuchten Stämme verläuft ungeachtet gleicher Ausgangsbedingungen 
verschieden intensiv ab. Während der logarithmische Teil der Wachstumskurve von S.-Dublin nahezu 
linear verläuft, zeigen die drei anderen Stämme einen sigmoidalen Kurvenverlauf. 
Folglich verstoffwechseln die vier Bakterienstämme trotz phylogenetisch naher Verwandtschaft 
(SELANDER et al. 1992) das angebotene Nährsubstrat unterschiedlich und zeigen auf Grund 
verschieden langer Generationszeiten eine uneinheitliche Wachstumsleistung. Die Generationszeit ist 
begrenzt genetisch festgelegt. Dazu stellte STEINBACH et al. (2000) ein mathematisches Modell auf. 
Desweiteren kann die Wachstumsdynamik und damit die Generationszeit von Plasmiden beeinflusst 
werden. So stellten STEINBACH et al. (1997) fest, dass sich die plasmidtragenden Serovare von 
S.-Typhimurium als virulenter für Kälber erwiesen. Umgekehrt kolonialisierten und vermehrten sich 
die plasmidfreien Stämme von S.-Enteritidis und S.-Dublin allerdings schneller in den Organen. 
Aber nicht nur die Salmonellenstämme weisen untereinander große Übereinstimmung des Erbmaterials 
auf. Auch E.-coli fungiert in der normalen Darmflora des Menschen als Genreservoir im Austausch für 
plasmidkodierte „Resistenzgene“ mit Salmonellen (BALIS et al. 1996).  
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Vergleich der Enzymwirkung in der Lag-Phase 
In der Lag-Phase ist der hemmende Effekt auf das Wachstum von EHEC, S.-Enteritidis und 
S.-Typhimurium mit 16% (1c) bis 20% (2c) gleich groß. Da die eingesetzte Enzymkombination primär 
von außen die Zellwand angreift, wird der bei EHEC und S.-Enteritidis auf kurze Generationszeiten und 
hohe Stoffwechselraten eingestellte Biorhythmus nur durch hohe Enzymdosen beeinflusst. Die 
niedrigeren Enzymdosen werden vom Nährmedium und der Zellwandoberfläche wie beispielsweise das 
CS22 E. coli Adhäsionsprotein (PICHEL et al. 2000) abgefangen. Dieses Protein hat 95% Homologie mit 
SEF14 Fimbrien von S.-Enteritidis. Für diese Deutung spricht auch die Tatsache, dass die Überlebensrate 
(KbE) bei den Salmonellen schon 30 Minuten nach Enzymapplikation und bei EHEC erst nach einer 
Stunde direkt signifikant reduziert wird. 
 
Dagegen erreicht bereits die einfache Enzymkonzentration bei S.-Dublin eine maximale 
Wachstumshemmung, die niedrigeren Enzymkonzentrationen erzielen wie bei EHEC kaum einen Effekt. 
Obwohl die hier untersuchten Bakterienstämme eng verwandt sind (sehr ähnliches Außenmembranprofil 
von S.-Typhimurium, S.-Enteritidis und S.-Dublin aber serotypisch spezifische Plasmide HELMUTH et al. 
1985) und somit ähnliche Stoffwechselsysteme aufweisen, ist der Effekt der Enzymkombination auf 
S.-Dublin im Vergleich zu den anderen Stämmen doch sehr unterschiedlich. Die Abweichung zwischen 
den Stoffwechselproteinen verschiedener Stämme besteht häufig nur in ein oder zwei Aminosäuren. So 
stellten ISHIGURO et al. (1992) fest, dass für das Zitrat-Carrier-Protein von S.-Enteritidis und S.-Dublin 
der Unterschied in nur einer Aminosäure besteht.  
 
Vergleich der Enzymwirkung in der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
Alle untersuchten Stämme zeichnen sich in der frühen exponentiellen Wachstumsphase durch eine um 
ein (1c) bis zwei (2c) Stunden signifikant verzögerte Zunahme der Keimdichte aus. Infolge dessen wird 
das Wachstum im Vergleich zur Lag-Phase um durchschnittlich 3% stärker reduziert. Die Oberflächen 
der untersuchten Bakterienstämme und deren Stoffwechsel werden vermutlich an ähnlichen Stellen 
angegriffen, da für die Zellwandproteine große genetische Homologien nachgewiesen wurden. So sind 
die Außenmembranporen (PALVA 1980) in der Zellwand von S.-Typhimurium auch als analoge 
Proteine in der Membran von E. coli gefunden worden. An diesen homologen Proteinen kann die 
Enzymkombination gleichermaßen ihre Wirkung entfalten. Ebenfalls betroffen sind die 
Eiweißtransportsysteme zum Aufbau der neuen Zellwand (GOODELL u. HIGGINS 1987). Die 
Oligopeptidtransferase, Dipeptidtransferase und Tripeptidtransferase wurden sowohl in S.-Typhimurium 
als auch in E.-coli nachgewiesen. 
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Die kurze Wirkung von Trypsin auf die Zellwand (BRAUN u. REHN 1969 mit 20 Minuten Halb-
wertzeit) wurde während der Lag- und exponentiellen Wachstumsphase mit einer Zelldichte von 
mindestens 108 Zellen/ml nachgewiesen, was der Keimdichte in den eigenen Untersuchungen entspricht. 
Das heißt besonders für EHEC, welcher sich fünf Stunden nach Enzymapplikation erholt hat, ist auf 
Grund der hohen Wachstumsrate eine wiederholte Behandlung nach spätestens sechs Stunden 
notwendig. 
 
Die einfache und zweifache Enzymdosis reduziert bei S.-Dublin das Wachstum um 8% bis 10% stärker 
als bei S.-Typhimurium, S.-Enteritidis und EHEC. S.-Dublin besitzt ein spezielles Kapselantigen  
(Vi-Antigen), welches durch seinen Aufbau eine verlängerte Generationszeit erfordert (ROLLE u. 
MAYR 1993). Obwohl im Wirt S.-Dublin schneller in Epithelzellen eindringen kann und daher neun 
Stunden nach Infektion in höherer Anzahl als S.-Typhimurium nachzuweisen ist BRACKELSBERG 
(1997), wächst dieses Serovar in der statischen Kultur langsamer. Deshalb kann S.-Dublin auf Grund 
der längeren Generationszeit die bakterizide Wirkung der Enzyme innerhalb von zwölf Stunden nicht 
mehr ausgleichen, während die anderen Stämme nach der primären Beeinträchtigung teilweise eine 
verstärkte Zunahme der Keimdichte aufweisen. 
 
Diese Ergebnisse werden durch die Untersuchungen der Überlebensrate (KbE) untermauert. Sowohl die 
weifache als auch die 0,5-fache Enzymkonzentration bewirken bei EHEC nur eine Stase der 
Überlebensrate (KbE) und Wachstumsverzögerung ab der vierten Stunde. Im Gegensatz dazu erzielten 
die Enzymkombination bei S.-Enteritidis und S.-Typhimurium eine signifikante Verminderung der 
Überlebensrate (KbE) und Wachstumsverzögerung ab 30 Minuten (2c) bis zwei Stunden (0,5c) nach 
Applikation. 
 
Vergleich der Enzymwirkung in der späten exponentiellen Wachstumsphase 
Nur die zweifache Enzymkonzentration bewirkt in der späten exponentiellen Wachstumsphase eine 
geringgradige Wachstumsverzögerung um 7% (S.-Enteritidis, S.-Typhimurium) bis 12% (S.-Dublin).  
Die katalytische Aktivität der Enzymkombination entfaltet ihre optimale Wirkung im neutralen  
pH-Bereich (s. 2.1. Literatur). Folglich ist in dieser Wachstumsphase die Proteolyse eingeschränkt,  
da die Bakterienzellen ein saures Milieu durch ihre Ausscheidungsprodukte in der statischen Kultur 
hergestellt haben. Da nur S.-Dublin auf Grund der Form der Wachstumskurve zu diesem Zeitpunkt noch 
signifikantes Wachstum erreicht, kann dieser als einziger Stamm in der Zunahme der optischen Dichte 
relevant eingeschränkt werden. 
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Während die Überlebensrate (KbE) von S.-Enteritidis und S.-Typhimurium und EHEC auf die  
zweifache Enzymkonzentration mit Bakteriostase reagieren, erfolgt bei S.-Dublin noch eine kurze 
Bakteriolyse.  
In dieser späten Phase werden vermehrt die Virulenzfaktoren exprimiert, welche wie die vier Proteine 
spv A,B,C,R mit Homologien in S.-Enteritidis, S.-Choleraesuis S.-Dublin und S.-Typhimurium 
vorkommen (SUZUKI et al. 1994). Vermutlich werden diese proteinhaltigen Virulenzfaktoren und die 
hierfür nötigen Transportsysteme wie das tolC von E. coli und dessen Homolog der Salmonellen 
(STONE u. MILLER 1995) durch die Enzyme angegriffen.  
 
Vergleich der Enzymwirkung nach Mehrfachapplikation 
Die erste Applikation der zweifachen Enzymdosis löst bei S.-Enteritidis und S.-Typhimurium eine 
35%ige Verminderung der Keimdichte aus. Die zweite Applikation verringert sie, wie auch bei EHEC 
um 50% bis 60%. S.-Dublin reagiert jeweils mit 90%  reduzierter Zunahme der Keimdichte. Auch hier 
zeigt sich die engere Verwandtschaft zwischen S.-Enteritidis und S.-Typhimurium nicht nur durch 
ähnliche Wachstumskurven, sondern auch durch homologe Aminosäuresequenzen der Fimbrien 
(WOODWARD et al. 1996). Dabei scheint die Differenz zwischen Referenzstamm (S.-Enteritidis)  
und Feldstamm (S.-Typhimurium) kaum eine Rolle zu spielen. 
 
5.3 Wirkung der Enzymkombination auf einzelne Virulenzfaktoren 
Um sich gegen andere Bakterienstämme und gegen das Immunsystem des Wirtes zu schützen, 
entwickeln Bakterien Virulenzfaktoren. Diese bestehen beispielsweise in der Motilität zur Annäherung 
an das Zielgewebe, Adhäsine zur Haftung und Mikrokolonialisation, Invasine und Toxine zur 
Penetration von Wirtszellen, Hämolysine und Zytotoxine zur Gewebedestruktion, Serumresistenz und 
Kapselbildung gegen Phagozyten des Wirtes und bestimmen den Grad der Pathogenität des Erregers. 
 
5.3.1 Enzymwirkung auf das Schwärmverhalten  
Geißeln bestehen aus Flagellin, einem dem Myosin der Muskeln ähnlichen Protein und sind in der 
Zellwand verankert. Das sogenannte Schwärmverhalten beruht auf der Fähigkeit der Bakterien, sich 
durch Geißeln fortzubewegen. Die in der Serologie nachweisbaren H-Antigene sind ein thermolabiler 
Bestandteil der Bakteriengeißel (ROLLE u. MAYR 1993). Die serologische Spezifität besteht in den 
unterschiedlichen Aminosäuresequenzen dieser besonderen Fimbrien. Auf Grund des Protein-
charakters konnte KLEMM (1982) CFA1 Fimbrien von enterotoxigenen E.coli mit Trypsin und 
Chymotrypsin zerlegen. Deshalb ist auch eine Proteolyse der Geißeln durch die Enzymkombination 
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sehr wahrscheinlich. Die H-Antigene (Kauffmann-White-Schema) liegen meist in zwei Phasen vor, 
wobei die einzelne Zelle jeweils nur ein H-Antigen exprimiert. In der Kultur von diphasischen 
Stämmen kommen Zellarten mit unterschiedlichen Geißelantigenen vor (SELBITZ 1992). Den 
Geißeln werden Funktionen innerhalb des fakultativen intrazellulären Parasitismus und der Persistenz 
im Wirt zugesprochen.  
 
In den eigenen Versuchen hemmt die zweifache Enzymdosis die Ausbreitung aller drei Salmonella 
Stämme vollkommen, nur der Stichkanal und teilweise die Oberfläche des halbfesten Agar ist noch 
bewachsen. Folglich können die überprüften Serovare sich in diesem enzymhaltigen Milieu im 
begrenzten Umfang vermehren, aber eine Fortbewegung vom Ursprungsort (Stichkanal) ist nicht mehr 
möglich. Dementsprechend wird das von OGUNNIYI et al. (1994) beschriebene Geißelprotein Flagellin 
und wahrscheinlich auch das Pilin, welches bei S.-Enteritidis als 11RX pilin und identisch mit SEF14 ist, 
proteolysiert (früher Typ-1 Untereinheit, typisch für die Gruppe D-Salmonellen nach CLOUTHIER et 
al. 1998). Inwieweit die verschiedenen Fimbrientypen wie beispielsweise die Fimbrien der Gene fim, 
lpf, pef, agf von S.-Typhimurium (VAN DER VELDEN et al. 1998) im einzelnen betroffen sind, lässt 
sich anhand dieses Versuchsaufbaues nicht klären. 
 
Aber die signifikante Hemmung des Schwärmvermögens  infolge der zweifachen Enzymdosis (um 
88% bei S.-Typhimurium und S.-Enteritidis und um 82% bei S.-Dublin) reduziert die Geißeln stärker als 
die gesamte Zellvermehrung, bei der nur 25% bis 30% verminderte Wachstumsleistung erreicht wird. 
Zur Schwärmhemmung müssen die Enzyme nur die ohnehin leicht erreichbaren äußeren Zellanhänge 
angreifen. Vermutlich werden auf diese Weise nicht nur die zur Fortbewegung benötigten Geißeln und 
proteinhaltigen Fimbrien, sondern auch die zur Invasion von Wirtzellen benötigten Flagellen des  
fliC Gen (van ASTEN et al. 2000) enzymatisch zerlegt. Zur effektiven Wachstumshemmung dagegen 
muss der unter dem Schutz der Außenmembranproteine liegende Stoffwechsel angegriffen werden. 
 
In den eigenen Untersuchungen konnten alle untersuchten Stämme nach Applikation der einfachen 
Enzymkonzentration maximal 50% des Agars besiedeln. Also ist die schwärmhemmende Wirkung der 
Enzymkombination dosisabhängig, wobei aber beide Phasen der diphasischen Salmonellen 
gleichmäßig betroffen sind. Diphasische Salmonellen bilden in Abhängigkeit des Nährmediums und 
der Wachstumsphase verschiedene Flagellentypen und damit auch verschiedene Antigentypen mit 
unterschiedlichen Aminosäuresequenzen aus (IINO et al. 1975). Ferner sind von den proteolytischen 
Eigenschaften der Enzyme auch die parallel zu den Fimbrienproteinen gebildeten sefB und sefC 
Begleitproteine zur Integrität der Fimbrien und der Zellmembran (CLOUTHIER et al. 1993) und die 
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von THORNS et al. (1990) beschriebenen proteinhaltigen Fimbrien ähnlicher Struktur von 
S.-Enteritidis betroffen.  
 
Die 0,5-fache Enzymkonzentration behindert signifikant die auf  80% reduzierte Ausbreitung der 
Salmonellen sowohl innerhalb des Schwärmagars als auch an dessen Oberfläche. Demnach lysiert 
auch die niedrigere Dosis die Geißeln effektiver im Vergleich zur gesamten Wachstumshemmung, wo 
nur 7% bis 15% geminderte Wachstumsleistung nach 0,5-facher Enzymdosis erreicht wird. Damit 
kann die enzymatische Degradierung der Geißeln in den eigenen Untersuchungen nachgewiesen 
werden. Nach Enzymbehandlung können die Erreger schlechter an der Wirtzelle haften. Dieser Effekt 
trifft sowohl für die Salmonellen als auch für E. coli zu, da diese ebenfalls Typ-IV-Pili des entero-
adherent-Plasmid expremieren (SOHEL et al. 1993). Eine weitere positive Wirkung liegt in der 
Degradation des Flagellin, welches die Translokation im Zellkern der Wirtzelle beeinträchtigt und die 
NO-Synthethase Produktion anregt (EAVES PYLES et al. 2001).  
 
5.3.2 Enzymwirkung auf das Hämolysevermögen  
Bakterielle Hämolysine sind proteinhaltige zytotoxische Ektotoxine. Je nach Toxinart des jeweiligen 
Bakterienstammes lösen sie die Erythrozytenmembran und das Hämoglobin mehr oder weniger 
vollständig auf. Der hier zum Vergleich herangezogene Eitererreger Staphylococcus aureus produziert 
verschiedene Hämolysine. Das dermonekrotisierende und leukotoxische α-Hämolysin verursacht eine 
vollständige Hämolyse von Schafblut. Das zytotoxische β–Hämolysin bewirkt eine unvollständige 
Hämolyse bei 37°C (SELBITZ 1992), wodurch die sogenannte Doppelzonenhämolyse auf Schafblut-
agar entsteht. Der EHEC Stamm besitzt ein zytotoxisches Hämolysin, welches die Erythrozyten- und 
Kapillarzellwand zerstört und so die Enterohämolyse und das hämolytisch-urämische Syndrom 
verursacht. Ein anderes Hämolysin bestimmter Subspecies von E. coli verursacht die Colientero-
toxikose oder Ödemkrankheit der Ferkel. Die hämolysierenden Erreger sind teilweise mit den 
Adhäsionsantigenen F4 ausgestattet, welche an den F4-Rezeptoren der Darmschleimhaut andocken. 
Nach einer Diarrhoeform der Erkrankung werden durch ein Verotoxin (Hämolysin), eine 
schweinespezifische Variante des Shigella-like Toxin II, Ödeme überwiegend im Kopfbereich mit 
zentralnervösen Erscheinungen und Bewegungsstörungen hervorgerufen (SELBITZ 1992).  
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Durch Aufbringen der Enzymkombination auf den Schafblutagar konnte in den eigenen 
Untersuchungen die Hämolysefähigkeit der Erreger dosisabhängig vermindert werden. 
Konzentrationen über der 0,5-fachen Dosis reichen aus, die Hämolyse von EHEC komplett zu 
unterbinden, bei E. coli FÖ benötigt man dazu mindestens die einfache Dosis. Die Hämolysine werden 
auf Grund des unterschiedlichen Proteinaufbaues verschieden stark gehemmt und die 
Transportmechanismen durch die Außenmembran (tolC- Protein, STONE u. MILLER 1995) zerstört. 
 
Dazu kommt die konträre Reaktion auf die 0,25-fache Enzymdosis. Während E. coli O:26 (EHEC) das 
gewaschene Schafblut in Anwesenheit der 0,25-fachen Enzymkonzentration  nur noch halb so stark 
hämolysiert, verstärkt sich bei E. coli FÖ in dieser Konzentration die Hämolyse. Ein Grund dafür 
könnte die bekannte Wirkung des Papain auf die Oberfläche der Erythrozytenmembran sein. Papain 
demaskiert Kryptantigene der Erythrozytenoberfläche (PSCHYREMBEL 1990), wodurch eine 
Hämolyseverstärkung eintritt, während das Hämolysin von EHEC auch durch die niedrige 
Enzymkonzentration noch beeinträchtigt wird. Die Hämolysine von S. aureus werden ebenfalls 
unterschiedlich und dosisabhängig proteolysiert. Während das β–Hämolysin in höheren 
Konzentrationen als der einfachen Dosis nicht mehr nachweisbar ist, wird das sehr viel resistentere  
α-Hämolysin erst ab der 4-fachen Konzentrationen beeinträchtigt. 
 
5.4 Schlußfolgerungen und Ausblick 
Abschließend können aus den vorliegenden Befunden folgende Schlussfolgerungen gezogen werden: 
 
1. In dieser Studie konnte eine Hemmung der Zellvermehrung von S.-Dublin, S.-Enteritidis, 
S.-Typhimurium und enterohämolysierenden E.-coli durch die Enzymkombination Trypsin-
Chymotrypsin-Papain nachgewiesen werden. Die Stärke der Wachstumshemmung findet in 
Abhängigkeit der bakteriellen Wachstumsphase in der statischen Kultur und der Enzymdosis statt. 
 
2. Die stärkste Hemmung des Wachstums um 31% (gemessen über die optische Dichte) wurde in der 
frühen exponentiellen Wachstumsphase bei S. Dublin nach Applikation der zweifachen 
Enzymdosis erzielt. Das gesamte Wachstum der statischen Kultur der untersuchten Bakterien-
stämme lässt sich nach Applikation der zweifachen Enzymdosis in der frühen exponentiellen 
Wachstumsphase um durchschnittlich 15% reduzieren 
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3. Äquivalent zu den Ergebnissen der optischen Dichte lässt sich die Generationszeit der untersuchten 
Stämme am stärksten während der Lag-Phase (Salmonellen 3- 4x ; EHEC 25%) und der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase (Salmonellen 2x ; EHEC Bakteriostase) durch  
(2c) 8 mg/ml Trypsin + 8 mg/ml Chymotrypsin + 20 mg/ml Papain verzögern. 
 
4. Obgleich phylogenetisch eng verwandt, wiesen die untersuchten Stämme unterschiedliche 
Wachstumsdynamiken in der statischen Kultur auf. Während bei S.-Enteritidis und S.-Typhimurium 
sich die Zunahme der Keimdichte nach der Enzymapplikation nur verzögert, bewirkt die einfache 
und zweifache Enzymkonzentration bei S.-Dublin in der Lag-Phase und in der frühen 
exponentiellen Wachstumsphase die totale Einstellung der Keimdichtezunahme für eine Stunde. 
 
5. Kleinere als die 0,5-fache Enzymdosis haben nur in der frühen exponentiellen Wachstumsphase 
einen nennenswerten, das Wachstum verzögernden Effekt. Minimale Enzymdosierungen (0,001c) 
können das bakterielle Wachstum durch Aufspaltung des Nährmediums verstärken. 
 
6. Die Studie von BRAUN u. REHN (1969), in welcher die Zerstörung der Zellwandintegrität durch 
Trypsin, Chymotrypsin und Papain nachgewiesen wird, konnte in den eigenen Untersuchungen 
bestätigt werden. In Abhängigkeit der Wachstumsphase zerstört die Enzymkombination die 
Zellwand der untersuchten Bakterienstämme und damit auch die allgemeinen Stoffwechselsysteme 
der Bakterienzelle. Infolgedessen verlängern sich die Adaptationsphase und die Generationszeit. 
Dosisabhängig wirkt die Enzymkombination vor allem auf S. Dublin bakterizid. 
 
7. Proteinhaltige Virulenzfaktoren, wie beispielsweise Geißeln oder hämolysierende Toxine werden 
schon durch die 0,5-fache Enzymdosis nahezu vollständig degradiert. Dieser Effekt ist damit sehr 
viel stärker als die gleichzeitig ausgelöste Hemmung des Wachstums, da die Enzyme als erstes von 
außen auf die Oberfläche des Erregers einwirken und erst sekundär die Zellwand selbst und damit 
den Stoffwechsel schädigt.  
 
8. Die Wirkdauer der Enzymkombination und damit die Fähigkeit der Bakterien zur Regeneration 
nach der Noxe ist bei allen 3 Salmonella Stämmen nach 12 Stunden Versuchsdauer nachweisbar 
(am schwächsten in der späten exponentiellen Wachstumphase < frühe exponentielle 
Wachstumphase < Lag-Phase am stärksten). Demgegenüber ist bei EHEC eine signifikante 
Wachstumshemmung in der Lag- und frühen exponentiellen Wachstumsphase nur für jeweils  
fünf (1c) bis neun (2c) Stunden nachweisbar. 
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Ausblick 
Die aktuelle Statistik der meldepflichtigen Infektionskrankheiten des Robert Koch Institutes 
(Bundesgesundheitsamt) geht für die Jahre 2000 und 2001 von jeweils über 72000 Darminfektionen 
durch Salmonellosen und für 2001 von über 950 EHEC-Infektionen aus (Epidemiologisches Bulletin 
2001). Laut JAEGER (2001) erfolgt der Salmonelleneintrag häufig über infizierte Mastschweine. 70% 
aller isolierten Salmonella Stämme konnten dem Typ S.-Typhimurium zugeordnet werden, davon 50% 
dem multiresistenten Stamm Dt 104, welcher auch in dieser Untersuchung mit berücksichtigt wurde. 
Bei den jährlich ermittelten zehn häufigsten Salmonella Serovaren der Statistik des 
Bundesgesundheitsamtes machen seit Jahren ca. 70% S.-Typhimurium und S.-Dublin aus (ROLLE u. 
MAYR 1993). Die Rindersalmonellose ist anzeigepflichtig und wurde mit 162 Neuausbrüchen von  
S. Dublin im Tierseuchenbericht der BRD für das Jahr 2003 registriert.  
 
Bereits 1969 konnten BRAUN und REHN die Zerstörung der Zellwandintegrität von E. coli Ghostzellen 
durch Trypsin, Chymotrypsin und Papain elektronenmikroskopisch nachweisen. Weiterführend wurde 
bei den eigenen Untersuchungen nicht nur die Vermehrung der lebenden Erreger durch die 
proteolytischen Enzyme reduziert, sondern auch proteinhaltige Virulenzfaktoren degradiert  
Während die Adhärenz und Invasivität der verschiedenen Salmonella Serovare abhängig von 
Wirtspezifität und Wirtepithel ist (WEINSTEIN et al. 1998), verursachen alle invasiven Salmonella 
Stämme die pathologischen Gewebeveränderungen des Gastrointestinaltraktes unter anderem durch 
die TNF α-Produktion von Leukozyten und Makrophagen. Die TNFα-Produktion wird durch ein 
Trypsin empfindliches Polypeptid der Salmonellen vermittelt, welches unabhängig von der 
Phagozytose durch Makrophagen auch in das umgebende Milieu ausgeschüttet wird (CIACCI- 
WOOLWINE et al. 1997). Durch eine Enzymtherapie werden also nicht nur die Erreger unmittelbar 
im Wachstum und mittelbar durch Hemmung der Virulenzfaktoren beeinflusst, sondern es erfolgt auch 
eine Blockade der Entzündungskaskade. Eine derartige Wirkung konnte durch Praxistests bereits bei 
der Enzymtherapie der Pyogenesmastitis (BLACK 1977), bei der Verkürzung der Krankheitsdauer der 
enzootischen Pneumonie beim Rind (MAIR u. PRINZ 1979) und der beschleunigten Ausheilung des 
MMA-Syndroms, der Ferkelgrippe und der Ferkeldurchfälle (HERBST u. PRINZ 1979) belegt 
werden. 
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In dieser Untersuchung wurde die Wirkung der proteolytischen Enzyme Trypsin, Chymotrypsin und 
Papain auf die bakterielle Vermehrung und auf einzelne Virulenzmechanismen von Salmonellen und 
E. coli erforscht. Durch die Messung der optischen Dichte im flüssigen Nährmedium und der 
parallelen Bestimmung der Überlebensrate (KbE) wurde die Beeinflussung des bakteriellen 
Wachstums und der Generationszeiten durch die Enzymkombination ermittelt.  
Bereits 1969 konnten BRAUN und REHN die Zerstörung der Zellwandintegrität von E. coli 
Ghostzellen durch Trypsin, Chymotrypsin und Papain elektronenmikroskopisch nachweisen. 
Weiterführend wurde bei den eigenen Untersuchungen die Vermehrung der lebenden Erreger  
durch die proteolytischen Enzyme reduziert und die Zellwand in ihrer Integrität und damit die 
Stoffwechselfunktionen zerstört. 
 
In den eigenen Untersuchungen hemmen in der Lag-Phase 4 mg/ml Trypsin +4 mg/ml Chymotrypsin + 
10 mg/ml Papain (1c) das bakterielle Wachstum um durchschnittlich 16% und durch die zweifache 
Enzymkonzentration um 20%. Dabei verringert sich des Wachstums von EHEC, S.-Enteritidis und 
S.-Typhimurium proportional zur Enzymkonzentration. Dagegen bewirkt sowohl die einfache als auch 
die zweifache Enzymdosis bei S.-Dublin eine gleichmäßige Reduktion der Wachstumsleistung um 
26%.  
Während die 0,001-fache bis 0,5-fache Enzymdosis die optische Dichte und die Überlebensrate (KbE) 
der Salmonellen einschränken, konnte bei geringeren Mengen als der 0,5-fachen Dosis auf EHEC 
keine Wirkung nachgewiesen werden.  
 
Alle untersuchten Stämme zeichnen sich nach Enzymapplikation in der frühen exponentiellen 
Wachstumsphase durch eine Verringerung der Zunahme der Keimdichte aus. Bei den Salmonellen 
(S.-Dublin totale Hemmung der Keimdichtezunahme) betrug die Verringerung 50% und bei EHEC bis 
zu 33%. Infolgedessen wird das Wachstum im Vergleich zur Lag-Phase um mindestens 7% stärker 
gehemmt. Parallel dazu erfolgt eine signifikante Verlängerung der Generationszeit eine Stunde nach 
Applikation der einfachen und zweifachen Enzymkonzentration. Diese bleibt bei EHEC aber nur für 
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fünf Stunden bestehen. Im Vergleich zu den drei anderen Stämmen wird bei S.-Dublin in dieser Phase 
das Wachstum 10% stärker reduziert.  
 
In der späten exponentiellen Wachstumsphase ist der Effekt der Enzymkombination auf die kurzfristige 
Halbierung der Wachstumsrate beschränkt. Während die Überlebensrate (KbE) von S.-Enteritidis, 
S.-Typhimurium und EHEC auf die zweifache Enzymkonzentration in der späten exponentiellen 
Wachstumsphase mit Bakteriostase reagiert, erfolgt bei S.-Dublin noch eine kurze Bakteriolyse.  
 
Die stärkste Wirkung der Enzymkombination wird bei EHEC durch zweimalige Applikation der  
zweifachen Enzymdosis mit 30% und bei S.-Dublin mit 38% verkleinerter Wachstumsleistung erreicht. 
Durch eine zweite Enzymapplikation sechs Stunden nach der ersten, wird die Wachstumshemmung bei 
den Salmonellen um weitere 8% bis 10% und bei EHEC um weitere 15% gesteigert.  
 
Vergleicht man die Entwicklung der optischen Dichte in Abhängigkeit der Enzymdosis und der 
verschiedenen Vorkultivierungszeiten (s. Wachstumsphasen), so erkennt man die Wirkdauer der 
Enzymkombination und die Fähigkeit der Bakterien zur Regeneration nach der Noxe. Eine 
Wachstumshemmung infolge der Enzymkombination ist bei allen drei Salmonella Stämmen nach 
zwölf Stunden Versuchsdauer nachweisbar. Dabei wirkt die Enzymkombination auf S.-Typhimurium 
dosisabhängig am gleichmäßigsten, am schwächsten in der späten exponentiellen Wachstumsphase < 
frühe exponentielle Wachstumsphase < Lag-Phase (am stärksten). Bei EHEC ist eine signifikante 
Wachstumshemmung in der Lag- und frühen exponentiellen Wachstumsphase für jeweils fünf bis neun 
Stunden nachweisbar. 
 
In allen Wachstumsphasen sinkt die optische Dichte mit steigender Enzymkonzentration, wobei die 
Werte der Lag-Phase konzentrationsabhängig stärker betroffen sind als die in der frühen 
exponentiellen Phase. Oberhalb der 0,5-fachen Enzymdosis (1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml 
Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain) ist die Wirkung in der Lag-Phase auf die bakteriellen 
Stoffwechselsysteme ebenso effektiv und nachhaltig wie auf die neu aufgebaute Zellwand in der 
frühen exponentiellen Wachstumsphase. Dabei ist der erneute Einsatz der Enzymkombination nach 
spätestens sechs Stunden bei S.-Dublin und EHEC und nach acht bis zwölf Stunden bei S.-Enteritidis 
und S.-Typhimurium zu empfehlen.  
 
Am effektivsten wird die Überlebensrate (KbE) in der frühen exponentiellen Wachstumsphase sogar 
durch niedrigere Enzymkonzentrationen reduziert. Abschließend konnte bewiesen werden, dass die 
extrazellulären Virulenzfaktoren wie Fimbrien und Hämolysine stärker proteolysiert werden als das 
Zellwachstum selbst.  
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In this investigation the effects of the proteolytic enzymes Trypsin, Chymotrypsin and Papain on 
bacterial reproduction and on some virulence mechanism of Salmonella and E. coli had been studied. 
By measurement of optical density in liquid nutritional media and parallel determination of surviving 
bacteria (colony forming units) the manipulation of bacterial growth and generation time by means of 
the enzyme combination was investigated.  
In 1969 BRAUN and REHN were able to proof the destruction of E. coli cell- wall integrity trough 
Trypsin, Chymotrypsin and Papain by electron microscope. Furthermore at the own investigation, the 
proteolytic enzymes reduced the increase of living pathogens and destroyed the cell walls in its 
integrity and as a effect destroys metabolism functions. 
 
This investigation shows that 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain hinder 
during the lag-phase the bacterial growth by 16% in average and with double enzyme concentration by 
20%. Furthermore the growth of EHEC, S. Enteritidis and S. Typhimurium is reduced proportional to 
the enzyme concentration. But the single as well as the double enzyme dose causes in S. Dublin even 
reduction of growth of 26%. While a dose of 0,001c to 0,5c was limiting the optical density and the 
surviving of bacteria (CFU) in Salmonella, a smaller dose than 0,5c did not prove any effect on EHEC. 
 
During enzyme application in the early exponential growth phase all examined strains diminish the rise 
of pathogen density of 50% among Salmonella (S. Dublin complete inhibition) and EHEC up to 33%. 
In consequence growth is blocked at a minimum of 7% more compared to the lag-phase. In parallel a 
significant prolongation of the generation time takes place one hour after application with the single 
and double enzyme concentration. This effect stays only five hours on EHEC. The growth of S. Dublin 
is reduced by 10% more in comparison to the three other strains 
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In the late exponential growth phase the effect of the enzyme combination to the short halving of the 
growth rate is limited. While the colony forming units of S. Enteritidis, S. Typhimurium and EHEC 
react with bakteriostase based on the double enzyme concentration, S.  Dublin occurs a short 
bacteriolysis. 
 
The strongest effect caused by the enzyme combination was reached by using the application twice 
with the double dose: EHEC´s reduction of growth rate was 30% smaller and S. Dublin´s 38%. Using a 
second enzyme application 6 hours after the first one, the reduction of growth increased by further 8% 
to 10% on Salmonella and by further 15% on EHEC. 
 
Comparing the development of optical density in relation to the enzyme dose and different pre 
cultivation times, the length of effectiveness of the enzyme combination and the capability of bacteria 
to regenerate after damage was visible. Inhibition of growth as result of the enzyme combination can 
be seen after twelve hours of experiment in each of the three Salmonella strains. Moreover the enzyme 
combination reacts on S. Typhimurium dose-dependently the most evenly, the most weakly in late 
exponential growth phase < early exponential growth phase < lag- phase. A significant inhibition of 
growth on EHEC was visible in the early exponential growth phase and lag- phase - each for five to 
nine hours. 
 
In every growth phase the optical density falls with the increasing of the enzyme dose. The values 
during the lag-phase dependent more on the dose than those during the early exponential growth phase. 
Using more than half of enzyme dose ( 1c = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin +  
10 mg/ml Papain) the effect in lag-phase on bacterial metabolism systems is equally effective and 
persisting as on the new built cell walls in early exponential growth phase. Therefore a second use of 
the enzyme combination on S. Dublin and EHEC after six hours and after eight to twelve hours on  
S. Enteritidis and S. Typhimurium is recommended. The most effective reduction of colony forming 
units exists in early exponential growth phase even with low enzyme concentration. Moreover it had 
been proved, that virulence marker like fimbriae and hämolysines are more powerfully proteolysed 
than cell growth itself. 
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  A
9 ANHANG 
Tabelle 1a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Dublin  (Lag-Phase) 
I.  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
 
1a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten  
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
89,4 91,3 102,8 101,8 105,6 122,6 
72,9 % 74,3 % 83,9% 83 % 86,2 % 100 % 
 f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
1b  Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung  
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,03 
60 - 90 -0,01 -0,01 0,02 0,00 0,03 0,02 
90 - 120 0,01 0,01 0,03 0,03 0,03 0,04 
120 - 180 0,02 0,04 0,06 0,05 0,05 0,06 
180 - 240 0,04 0,08 0,06 0,06 0,05 0,08 
240 - 300 0,06 0,06 0,06 0,07 0,05 0,07 
300 - 360 0,06 0,05 0,05 0,06 0,06 0,05 
360 - 420 0,06 0,04 0,04 0,05 0,06 0,04 
420 - 480 0,05 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04 
480 - 540 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 
540 - 600 0,04 0,02 0,03 0,02 0,03 0,04 
600 - 660 0,04 0,02 0,03 0,03 0,03 0,04 
660 - 720 0,04 0,02 0,03 0,04 0,02 0,04 
720 - 1440 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03 
  v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
1c Überlebensrate (KbE) von S. Dublin [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung  
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,49 ± 1,13 6,49 ± 1,13 6,49 ± 1,13 
60 6,64 ± 0,89 6,64 ± 0,89 6,64 ± 0,89 
90 6,59 ± 0,80 6,81 ± 0,70 n.u. 
120 6,98 ± 0,73 7,14 ± 0,68 7,18 ± 0,55 
300 8,29 ± 0,55 8,35 ± 0,60 8,33 ± 0,50 
420 n.u. n.u. 8,72 ± 0,38 
600 8,54 ± 0,42 8,75 ± 0,27 9,00 ± 0,21 
1440 9,33 ± 0,71 9,36 ± 0,37 9,23 ± 0,46 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v - Geschwindigkeit 
  B
 
1d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Dublin  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung (Lag-Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,023 30,1 0,023 30,1 0,023 30,1 
90 0,010 67,7 0,033 21,1 n.u. n.u. 
120 0,037 19,0 0,048 14,4 0,051 13,7 
300 0,049 14,1 0,051 13,7 0,050 13,9 
420 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,042 16,4 
600 0,028 25,2 0,030 23,1 0,033 21,2 
1440 0,015 45,8 0,015 45,3 0,015 47,2 
 µ = ln (Nx / N0) / tx GR = ln 2/ µ     
 
 
1e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Dublin  
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung (Lag-Phase) 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,19 0,00 ± 0,58 0,00 ± 0,34 0,00 ± 0,21 0,00 ± 0,67 0,00 ± 0,81 
60 1,47 ± 0,29 0,96 ± 0,35 1,00 ± 0,26 0,79 ± 0,74 0,74 ± 0,23 1,56 ± 0,67 
90 1,10 ± 0,38 0,64 ± 0,39 1,46 ± 0,32 0,75 ± 0,50 1,66 ± 0,24 2,16 ± 0,51 
120 1,29 ± 0,63 0,86 ± 0,36 2,22 ± 0,54 1,67 ± 0,38 2,58 ± 0,62 3,30 ± 0,63 
180 2,49 ± 0,19 3,00 ± 0,63 5,82 ± 0,60 4,85 ± 0,62 5,59 ± 0,18 6,98 ± 0,38 
240 5,09 ± 0,41 7,66 ± 0,98 9,54 ± 0,60 8,25 ± 0,28 8,84 ± 0,74 11,86 ± 0,27 
300 8,78 ± 0,66 11,53 ± 0,48 13,40 ± 1,16 12,47 ± 0,81 11,99 ± 1,00 15,84 ± 0,85 
360 12,60 ± 0,50 14,31 ± 1,02 16,12 ± 1,72 15,78 ± 0,92 15,42 ± 1,39 18,71 ± 1,77 
420 16,40 ± 2,51 16,60 ± 1,72 18,40 ± 2,49 18,74 ± 2,56 19,25 ± 2,89 21,15 ± 3,47 
480 19,06 ± 2,93 18,85 ± 2,09 20,18 ± 3,60 20,91 ± 2,28 21,43 ± 3,22 23,81 ± 2,59 
540 20,94 ± 2,53 20,74 ± 2,75 21,68 ± 3,73 22,49 ± 2,17 23,58 ± 3,15 25,86 ± 3,37 
600 23,13 ± 2,70 22,16 ± 2,64 23,76 ± 3,83 23,85 ± 2,57 25,34 ± 3,20 28,13 ± 3,34 
660 25,66 ± 2,66 23,30 ± 2,88 25,65 ± 3,49 25,89 ± 2,60 27,07 ± 3,15 30,78 ± 2,74 
720 28,15 ± 2,93 24,62 ± 2,34 27,41 ± 3,62 28,43 ± 2,78 28,45 ± 4,71 32,98 ± 3,49 
1440 51,01 ± 5,23 45,27 ± 5,46 39,86 ± 5,51 42,37 ± 3,80 44,84 ± 4,03 51,81 ± 6,84 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min  
 9050,6 9127,7 10283,6 10180,0 10563,5 12260,7 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 2a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Dublin  (frühe exponentielle Phase) 
II.  Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
 
2a Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten 
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
85,9 91,6 105,2 988,6 108,2 123,3 
69,7 % 74,3 % 85,4 % 80,2 % 87,7 % 100 % 
f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
2b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100) 
 ~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung  
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
60 - 120 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 
120 - 150 0,02 0,02 0,04 0,06 0,06 0,06 
150 - 180 -0,01 0,01 0,05 0,06 0,07 0,08 
180 - 240 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,09 
240 - 300 0,05 0,06 0,05 0,05 0,06 0,06 
300 - 360 0,06 0,06 0,06 0,03 0,05 0,05 
360 - 420 0,05 0,04 0,06 0,03 0,04 0,04 
420 - 480 0,04 0,05 0,05 0,03 0,04 0,04 
480 - 540 0,05 0,05 0,05 0,03 0,03 0,03 
540 - 600 0,05 0,04 0,05 0,04 0,03 0,03 
600 - 660 0,05 0,03 0,03 0,03 0,02 0,04 
660 - 720 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 
720 - 1440 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 
v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
2c  Überlebensrate (KbE) von S. Dublin [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
  Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,49 ± 1,13 6,49 ± 1,13 6,49 ± 1,13 
60 6,56 ± 0,82 6,56 ± 0,82 6,54 ± 0,79 
150 7,57 ± 0,50 7,57 ± 0,50 7,57 ± 0,50 
180 7,23 ± 0,76 7,41 ± 0,80 7,81 ± 0,49 
240 7,60 ± 0,46 8,03 ± 0,61 8,27 ± 0,20 
300 8,29 ± 0,55 8,33 ± 0,57 8,38 ± 0,65 
420 8,51 ± 0,44 8,70 ± 0,42 8,72 ± 0,38 
600 n.u. n.u. 8,94 ± 0,23 
720 9,05 ± 0,18 9,02 ± 0,39 8,98 ± 0,26 
1440 8,93 ± 0,61 8,95 ± 0,40 9,13 ± 0,54 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c - Enzymkonzentration, K - Kontrolle, n.u. - nicht untersucht, OD - optische Dichte, 
s - Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t - Zeit, v - Geschwindigkeit 
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2d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Dublin  
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,023 30,1 0,023 30,1 0,023 30,1 
150 0,062 11,2 0,062 11,2 0,062 11,2 
180 0,036 19,2 0,044 15,6 0,062 11,2 
240 0,040 17,5 0,053 13,0 0,061 11,4 
300 0,049 14,1 0,050 13,9 0,051 13,5 
420 0,039 17,9 0,042 16,5 0,042 16,4 
600 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,032 21,6 
720 0,028 25,0 0,027 25,3 0,027 25,6 
1440 0,013 52,1 0,013 51,7 0,014 48,7 
 µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ 
 
 
2e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Dublin  
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 1,03 0,00 ± 1,12 0,00 ± 1,11 0,00 ± 1,14 0,00 ± 1,03 0,00 ± 1,01 
60 0,89 ± 1,04 0,74 ± 0,88 0,74 ± 0,86 0,72 ± 0,98 0,41 ± 0,74 0,80 ± 1,15 
120 2,59 ± 1,41 2,41 ± 1,27 2,67 ± 1,32 2,59 ± 1,22 2,27 ± 1,27 3,25 ± 1,42 
150 3,25 ± 1,41 3,10 ± 1,27 3,93 ± 1,32 4,45 ± 1,22 4,18 ± 1,27 4,95 ± 1,42 
180 3,09 ± 1,31 3,47 ± 1,41 5,37 ± 2,16 6,24 ± 1,45 6,27 ± 1,40 7,35 ± 1,62 
240 4,96 ± 1,29 5,61 ± 1,81 8,07 ± 1,95 9,86 ± 1,36 10,26 ± 1,76 12,58 ± 2,19 
300 8,20 ± 1,61 9,20 ± 1,72 11,17 ± 1,67 12,91 ± 1,77 13,68 ± 1,68 16,08 ± 1,96 
360 11,50 ± 1,67 12,71 ± 2,14 14,54 ± 2,53 14,94 ± 1,98 16,76 ± 1,57 19,35 ± 2,24 
420 14,38 ± 1,68 15,39 ± 2,40 17,92 ± 2,96 16,81 ± 1,62 19,28 ± 2,13 21,72 ± 2,31 
480 16,77 ± 1,52 18,22 ± 2,14 20,85 ± 3,23 18,63 ± 1,94 21,61 ± 2,25 24,24 ± 2,04 
540 19,61 ± 2,47 21,39 ± 2,55 23,66 ± 2,89 20,57 ± 2,07 23,39 ± 2,49 26,03 ± 1,96 
600 22,40 ± 1,96 23,81 ± 2,36 26,61 ± 3,80 23,00 ± 2,64 25,30 ± 3,05 28,12 ± 3,36 
660 25,15 ± 2,50 25,81 ± 2,46 28,67 ± 2,89 25,00 ± 2,28 26,76 ± 2,61 30,24 ± 3,17 
720 26,92 ± 2,99 27,76 ± 3,18 30,35 ± 3,42 26,99 ± 3,12 28,69 ± 2,80 31,84 ± 3,59 
1440 45,83 ± 3,16 47,10 ± 4,43 45,68 ± 3,40 49,01 ± 3,12 44,01 ± 3,89 48,03 ± 4,74 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min  
 8592,6 9163,4 10524,0 9886,9 10817,3 12329,2 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 3a - e   Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Dublin (späte exponentielle Phase) 
  III.  Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
 
3a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten  
2c 0,5c 0,001c K 
104,7 108,5 111,9 118,1 
88,0% 91,5% 94,4% 100,0% 
   f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
3b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung  
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 - 60 0,02 0,02 0,02 0,02 
60 - 120 0,03 0,03 0,03 0,04 
120 - 180 0,06 0,06 0,06 0,06 
180 - 240 0,08 0,07 0,08 0,08 
240 - 300 0,05 0,05 0,06 0,05 
300 - 360 0,04 0,04 0,03 0,04 
360 - 420 0,03 0,04 0,04 0,04 
420 - 450 0,02 0,04 0,04 0,05 
450 - 480 0,03 0,03 0,04 0,04 
480 - 540 0,02 0,04 0,04 0,05 
540 - 600 0,03 0,03 0,04 0,05 
600 - 660 0,03 0,03 0,04 0,05 
660 - 720 0,03 0,03 0,04 0,03 
720 - 1440 0,03 0,03 0,03 0,02 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
3c Überlebensrate (KbE) von S. Dublin [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,47 ± 1,13 6,47 ± 1,13 6,47 ± 1,13 
60 6,60 ± 0,96 6,60 ± 0,96 6,60 ± 0,96 
120 n.u. n.u. 7,18 ± 0,55 
180 7,61 ± 0,48 7,61 ± 0,48 7,61 ± 0,48 
300 n.u. n.u. 8,37 ± 0,74 
420 8,73 ± 0,31 8,73 ± 0,31 8,73 ± 0,31 
450 8,77  ± 0,10 n.u. n.u. 
480 8,58 ± 0,43 8,77 ± 0,38 8,93 ± 0,45 
600 8,93 ± 0,32 9,06 ± 0,20 8,81 ± 0,20 
720 9,08 ± 0,35 9,04 ± 0,25 9,03 ± 0,35 
1440 9,29 ± 0,31 9,17 ± 0,47 9,05 ± 0,54 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
  F
 
 
3d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Dublin  
  Enzymapplikation nach 7 Stunden (späte exponentielle Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,021 33,7 0,021 33,7 0,021 33,7 
120 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,052 13,2 
180 0,054 12,8 0,054 12,8 0,054 12,8 
300 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,052 13,4 
420 0,043 16,2 0,043 16,2 0,043 16,2 
450 0,041 17,1 n.u. n.u. n.u. n.u. 
480 0,035 19,7 0,038 18,2 0,040 17,2 
600 0,032 21,5 0,034 20,5 0,031 22,4 
720 0,028 24,5 0,028 24,9 0,028 24,9 
1440 0,015 45,9 0,015 47,7 0,014 49,6 
 µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ. 
 
 
3e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Dublin  
 Enzymapplikation nach 7 Stunden (späte exponentielle Phase) 
min 2c 0,5c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,84 0,00 ± 0,95 0,00 ± 0,76 0,00 ± 0,85 
60 1,26 ± 0,79 1,20 ± 0,81 1,07 ± 0,81 1,21 ± 0,73 
120 3,34 ± 0,87 3,12 ± 0,81 3,10 ± 0,94 3,35 ± 1,02 
180 6,73 ± 0,94 6,58 ± 0,95 6,55 ± 1,14 7,08 ± 0,86 
240 11,28 ± 1,04 10,95 ± 1,11 11,08 ± 2,45 11,82 ± 1,58 
300 14,34 ± 1,39 13,95 ± 1,49 14,43 ± 1,71 14,83 ± 1,53 
360 16,79 ± 1,52 16,34 ± 1,76 16,51 ± 1,94 17,19 ± 1,89 
420 18,24 ± 1,72 18,63 ± 1,67 18,69 ± 1,78 19,59 ± 2,48 
450 18,97 ± 2,06 19,73 ± 1,56 19,95 ± 2,22 20,96 ± 2,22 
480 19,82 ± 1,25 20,75 ± 1,82 21,22 ± 1,65 22,20 ± 1,95 
540 21,28 ± 1,63 23,03 ± 1,81 23,80 ± 1,93 24,90 ± 2,39 
600 23,09 ± 1,98 24,92 ± 2,15 26,27 ± 2,18 27,97 ± 2,85 
660 24,65 ± 1,82 27,00 ± 1,93 28,40 ± 2,55 31,11 ± 2,34 
720 26,24 ± 2,04 28,93 ± 2,16 31,01 ± 3,66 32,89 ± 2,17 
1440 46,02 ± 3,07 50,64 ± 4,12 51,35 ± 5,17 50,79 ± 4,14 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 10435,1 10857,0 11197,3 11862,6 
  n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 4a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Dublin  
IV. Enzymapplikation nach  1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
und einer zweiten Applikation nach  6 Stunden  
 4a Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden 
  berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten 
2c 0,5c 0,001c K 
75,8 102,1 104,7 121,3 
62,5 % 84,1 % 86,3 % 100 % 
  f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
4b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100) 
 ~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 – 60 0,01 0,02 0,01 0,02 
60 - 90 - 0,01 0,01 0,03 0,02 
90 – 120 0,01 0,03 0,04 0,04 
120 – 180 0,02 0,05 0,04 0,07 
180 – 240 0,04 0,05 0,06 0,09 
240 – 300 0,06 0,08 0,07 0,06 
300 – 360 0,04 0,05 0,04 0,05 
360 – 390 0,00 0,01 0,03 0,05 
390 – 420 0,03 0,02 0,05 0,04 
420 – 480 0,05 0,05 0,05 0,04 
480 – 540 0,04 0,05 0,05 0,03 
540 – 600 0,04 0,04 0,04 0,03 
600 – 660 0,03 0,05 0,04 0,02 
660 – 720 0,02 0,04 0,02 0,03 
720 – 1440 0,01 0,00 0,01 0,01 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
 4c Überlebensrate (KbE) von S.-Dublin [überlebende Keime/ml Flüssigkultur ] in log 
  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,50 ± 1,14 6,50 ± 1,14 6,50 ± 1,14 
60 6,62 ± 0,85 6,62 ± 0,85 6,62 ± 0,85 
90 6,61 ± 0,81 6,84 ± 0,61 n.u. 
120 6,89 ± 0,58 7,05 ± 0,53 7,31 ± 0,42 
300 8,25 ± 0,53 8,33 ± 0,63 8,51 ± 0,44 
360 8,39 ± 0,55 n.u. n.u. 
390 8,28 ± 0,49 n.u. n.u. 
480 8,81 ± 0,26 8,80 ± 0,34 8,98 ± 0,31 
600 8,81 ± 0,31 8,67 ± 0,17 8,65 ± 0,29 
720 8,74 ± 0,45 8,95 ± 0,49 8,57 ± 0,53 
1440 8,81 ± 0,67 9,31 ± 0,32 9,10 ± 0,34 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v - Geschwindigkeit 
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4d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S.-Dublin  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,019 37,4 0,019 37,4 0,019 37,4 
90 0,011 62,2 0,034 20,3 n.u. n.u. 
120 0,029 23,8 0,040 17,1 0,059 11,8 
300 0,048 14,5 0,050 13,9 0,054 12,8 
360 0,043 16,2 n.u. n.u. n.u. n.u. 
390 0,037 18,6 n.u. n.u. n.u. n.u. 
480 0,038 18,2 0,038 18,3 0,040 17,2 
600 0,030 22,8 0,029 24,0 0,029 24,2 
720 0,025 28,1 0,027 26,0 0,023 30,0 
1440 0,012 58,1 0,014 48,8 0,013 52,2 
 µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ. 
 
4e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Dublin  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,28 0,00 ± 0,81 0,00 ± 1,10 0,00 ± 0,96 
60 0,85 ± 1,01 0,96 ± 0,98 0,85 ± 0,82 1,13 ± 0,91 
90 0,59 ± 1,08 1,39 ± 0,85 1,80 ± 1,20 1,78 ± 0,80 
120 0,90 ± 1,01 2,26 ± 1,05 2,86 ± 1,18 3,02 ± 1,04 
180 2,27 ± 1,09 5,07 ± 0,98 5,07 ± 1,17 7,15 ± 1,56 
240 4,61 ± 1,44 8,29 ± 1,37 8,42 ± 1,73 12,58 ± 1,64 
300 8,32 ± 1,23 12,99 ± 1,65 12,89 ± 2,01 15,99 ± 1,46 
360 10,98 ± 1,57 15,82 ± 2,07 15,10 ± 2,18 18,88 ± 1,87 
390 11,12 ± 1,52 15,99 ± 1,76 16,01 ± 2,15 20,32 ± 2,21 
420 12,13 ± 1,57 16,56 ± 2,16 17,52 ± 2,10 21,66 ± 1,88 
480 14,96 ± 2,00 19,31 ± 1,76 20,33 ± 2,05 24,02 ± 2,18 
540 17,53 ± 2,27 22,15 ± 2,17 23,29 ± 2,36 26,01 ± 2,51 
600 20,17 ± 1,94 24,49 ± 2,25 25,72 ± 2,37 27,66 ± 2,47 
660 22,26 ± 1,58 27,44 ± 2,41 27,96 ± 3,05 28,91 ± 2,19 
720 23,40 ± 2,23 29,92 ± 3,06 29,34 ± 2,86 30,69 ± 2,92 
1440 28,55 ± 2,51 31,67 ± 3,63 33,20 ± 3,99 36,13 ± 3,41 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 7579,9 10205,3 10470,5 12133,5 
  n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 5a -e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Enteritidis (Lag-Phase) 
I.  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten  
 
5a Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten  
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
144,6 150,6 159,6 170,8 180,4 180,9 
79,9 % 83,2 % 88,2 % 94,4 % 99,7 % 100 % 
f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
5b  Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung   
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 
60 - 90 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,05 
90 - 120 0,03 0,04 0,07 0,05 0,07 0,07 
120 - 180 0,07 0,09 0,09 0,11 0,12 0,12 
180 - 240 0,10 0,11 0,12 0,13 0,13 0,12 
240 - 300 0,11 0,10 0,10 0,12 0,13 0,12 
300 - 360 0,08 0,08 0,07 0,08 0,10 0,09 
360 - 420 0,07 0,06 0,05 0,05 0,04 0,06 
420 - 480 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,05 
480 - 540 0,03 0,04 0,04 0,03 0,02 0,03 
540 - 600 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 
600 - 660 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 
660 - 720 0,02 0,00 0,00 0,02 0,01 0,02 
720 - 1440 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 
v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t  
 
5c Überlebensrate (KbE) von S. Enteritidis [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 7,08 ± 0,33 7,08 ± 0,33 7,08 ± 0,33 
60 7,24 ± 0,36 7,26 ± 0,36 7,27 ± 0,35 
90 6,94 ± 0,63 7,03 ± 0,68 n.u. 
120 7,32 ± 0,47 7,44 ± 0,52 7,64 ± 0,52 
300 8,51 ± 0,33 8,67 ± 0,39 8,91 ± 0,23 
420 n.u. n.u. 8,74 ± 0,21 
600 8,93 ± 0,19 9,04 ± 0,48 8,84 ± 0,60 
1440 8,89 ± 1,02 9,18 ± 0,55 9,25 ± 0,53 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v - Geschwindigkeit 
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5d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Enteritidis  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung (Lag-Phase)  
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,023 29,8 0,026 26,7 0,027 25,3 
90 -0,013 0,0 -0,004 0,0 n.u. n.u. 
120 0,017 41,1 0,025 27,8 0,038 18,2 
300 0,037 18,8 0,041 17,1 0,046 15,1 
420 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,036 19,5 
600 0,023 29,9 0,025 28,3 0,022 31,2 
1440 0,009 73,0 0,011 63,8 0,011 62,3 
  µ = ln (Nx / N0) / tx   GR = ln 2/ µ. 
 
 
5e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Enteritidis 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung (Lag-Phase)  
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K min 
x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,94 0,00 ± 0,98 0,00 ± 1,07 0,00 ± 1,00 0,00 ± 1,08 0,00 ± 1,37 
60 0,74 ± 1,12 0,60 ± 0,98 0,46 ± 1,28 0,75 ± 1,19 0,95 ± 1,24 0,60 ± 1,28 
90 1,36 ± 2,16 1,27 ± 2,07 1,35 ± 2,49 1,69 ± 1,99 1,84 ± 2,01 2,00 ± 3,00 
120 2,22 ± 1,14 2,36 ± 1,04 3,50 ± 1,46 3,18 ± 1,19 3,81 ± 1,28 4,09 ± 1,65 
180 6,40 ± 1,47 7,58 ± 1,46 9,16 ± 1,58 9,80 ± 1,34 10,99 ± 1,35 11,06 ± 1,64 
240 12,22 ± 1,35 14,12 ± 1,79 16,11 ± 1,93 17,56 ± 1,49 18,71 ± 1,91 18,30 ± 2,12 
300 18,67 ± 2,20 20,28 ± 2,22 22,00 ± 1,95 24,54 ± 1,40 26,41 ± 2,95 25,26 ± 2,41 
360 23,29 ± 2,51 24,92 ± 2,38 26,41 ± 3,03 29,54 ± 1,99 32,56 ± 2,38 30,43 ± 2,98 
420 27,41 ± 3,06 28,60 ± 2,71 29,62 ± 2,94 32,58 ± 3,81 34,90 ± 3,05 34,15 ± 2,80 
480 30,11 ± 2,51 31,08 ± 2,79 32,18 ± 3,23 34,49 ± 3,78 36,60 ± 3,54 37,08 ± 3,89 
540 32,19 ± 2,75 33,25 ± 3,22 34,65 ± 3,72 36,54 ± 2,68 37,68 ± 3,92 39,01 ± 4,75 
600 34,18 ± 2,56 34,84 ± 3,56 36,62 ± 4,54 37,49 ± 4,28 38,95 ± 4,08 40,05 ± 4,29 
660 35,43 ± 3,27 35,59 ± 3,82 37,20 ± 4,55 38,53 ± 2,90 39,35 ± 4,37 40,82 ± 3,82 
720 36,55 ± 3,81 35,71 ± 4,36 36,96 ± 5,49 39,60 ± 3,68 39,90 ± 5,08 41,73 ± 5,51 
1440 37,78 ± 4,59 40,84 ± 4,47 40,54 ± 6,60 43,01 ± 5,78 44,64 ± 5,87 43,65 ± 5,65 
Fläche unter der Kurve von 0 – 720 min 
 14463,8   15058,6  15963,7  17080,0  18035,1   18092,9  
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 6a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Enteritidis (frühe exponentielle Phase) 
II.  Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten  
 
6a Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten 
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
149,5 160,1 164,9 166,9 183,5 191,8 
78,0 % 83,5 % 86 % 87% 95,7 % 100 % 
f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
6b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung  
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 
60 - 120 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 
120 - 150 0,09 0,09 0,10 0,10 0,11 0,12 
150 - 180 0,09 0,11 0,15 0,14 0,18 0,17 
180 - 240 0,10 0,11 0,11 0,13 0,13 0,14 
240 - 300 0,11 0,11 0,08 0,08 0,10 0,11 
300 - 360 0,10 0,08 0,08 0,06 0,09 0,09 
360 - 420 0,04 0,05 0,06 0,06 0,06 0,07 
420 - 480 0,02 0,03 0,04 0,05 0,02 0,05 
480 - 540 0,01 0,03 0,02 0,05 0,03 0,01 
540 - 600 0,02 0,03 0,04 0,04 0,01 0,03 
600 - 660 0,01 0,03 0,03 0,03 0,01 0,02 
660 - 720 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 
720 - 1440 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
  v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ 
 
6c Überlebensrate (KbE) von S. Enteritidis [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 7,08 ± 0,33 7,08 ± 0,33 7,08 ± 0,33 
60 7,24 ± 0,39 7,26 ± 0,36 7,27 ± 0,35 
150 7,58 ± 0,38 7,57 ± 0,28 7,57 ± 0,28 
180 7,66 ± 0,79 8,01 ± 0,41 7,98 ± 0,36 
240 8,21 ± 1,09 8,18 ± 0,95 8,45 ± 0,82 
300 n.u. n.u. 8,91 ± 0,23 
420 9,01 ± 0,28 9,02 ± 0,21 9,05 ± 0,22 
600 n.u. n.u. 8,84 ± 0,60 
720 9,35 ± 0,05 9,09 ± 0,14 9,49 ± 0,36 
1440 9,53 ± 0,32 9,45 ± 0,16 9,11 ± 0,20 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
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6d  Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Enteritidis 
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,02 29,81 0,03 26,71 0,03 25,34 
150 0,03 25,05 0,03 25,66 0,03 25,66 
180 0,03 26,46 0,04 16,82 0,04 17,40 
240 0,04 18,73 0,04 19,19 0,04 15,63 
300 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,05 15,07 
420 0,03 20,08 0,03 20,03 0,04 19,75 
600 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,02 31,19 
720 0,02 29,90 0,02 33,17 0,02 28,39 
1440 0,01 55,82 0,01 57,63 0,01 65,96 
  µ = ln (Nx / N0) / tx  GR = ln 2/ µ. 
 
 
6e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Enteritidis  
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 1,47 0,00 ± 1,67 0,00 ± 1,99 0,00 ± 1,41 0,00 ± 1,87 0,00 ± 1,98 
60 0,11 ± 1,50 0,11 ± 1,62 0,21 ± 1,76 0,56 ± 1,49 0,59 ± 1,84 0,55 ± 1,42 
120 3,29 ± 1,56 3,33 ± 1,64 3,65 ± 1,52 3,41 ± 1,71 3,82 ± 1,50 3,76 ± 2,10 
150 5,68 ± 1,78 6,10 ± 1,26 6,73 ± 1,73 6,51 ± 1,64 7,11 ± 1,58 7,21 ± 1,99 
180 8,44 ± 1,83 9,34 ± 1,82 11,18 ± 1,68 10,69 ± 1,58 12,53 ± 1,76 12,31 ± 2,22 
240 14,45 ± 1,80 16,19 ± 2,02 17,51 ± 2,44 18,25 ± 1,78 20,60 ± 2,14 20,55 ± 2,40 
300 21,03 ± 2,23 22,51 ± 2,25 22,26 ± 2,60 22,77 ± 2,12 26,83 ± 2,33 27,14 ± 3,10 
360 27,06 ± 2,60 27,31 ± 2,72 27,18 ± 2,67 26,12 ± 2,94 32,08 ± 3,04 32,57 ± 4,61 
420 29,68 ± 2,88 30,28 ± 3,03 30,77 ± 3,42 29,52 ± 2,53 35,51 ± 2,74 36,55 ± 3,21 
480 30,80 ± 3,83 31,99 ± 3,66 33,33 ± 3,96 32,70 ± 2,41 36,94 ± 3,93 39,54 ± 4,01 
540 31,63 ± 2,93 33,92 ± 3,03 34,32 ± 3,61 35,78 ± 4,00 38,52 ± 4,69 40,42 ± 4,20 
600 32,74 ± 3,98 35,53 ± 4,41 36,64 ± 4,26 38,11 ± 4,96 38,91 ± 3,94 41,93 ± 4,57 
660 33,17 ± 3,99 37,29 ± 4,35 38,35 ± 5,32 39,95 ± 5,28 39,81 ± 5,32 42,94 ± 5,26 
720 33,74 ± 3,38 38,12 ± 4,70 39,52 ± 6,24 41,13 ± 6,87 40,48 ± 5,33 43,60 ± 5,29 
1440 35,39 ± 4,66 40,20 ± 4,74 39,70 ± 5,85 41,39 ± 6,15 40,99 ± 6,09 43,43 ± 5,50 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 14951,3 16005,8 16489,7 16689,5 18349,5 19178,5 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 7a – e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Enteritidis (späte exponentielle Phase) 
III.  Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten  
7a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten 
2c 0,5c 0,001c K 
174,5 180,6 191,4 187,0 
93,3 % 96,6 % 102,3 % 100% 
 f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
7b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100) 
  ~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung  
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 - 60 0,02 0,02 0,02 0,01 
60 - 120 0,05 0,07 0,06 0,05 
120 - 180 0,12 0,10 0,13 0,12 
180 - 240 0,12 0,13 0,13 0,13 
240 - 300 0,11 0,11 0,12 0,12 
300 - 360 0,09 0,09 0,07 0,09 
360 - 420 0,06 0,07 0,07 0,06 
420 - 450 0,03 0,04 0,07 0,06 
450 - 480 0,02 0,03 0,06 0,03 
480 - 540 0,01 0,02 0,04 0,03 
540 - 600 0,01 0,01 0,01 0,02 
600 - 660 0,01 0,01 0,01 0,02 
660 - 720 0,01 0,03 0,01 0,01 
720 - 1440 0,00 0,00 0,00 0,00 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t  
 
7c  Überlebensrate (KbE) von S. Enteritidis [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 7,08 ± 0,33 7,08 ± 0,33 7,08 ± 0,33 
60 7,24 ± 0,39 7,26 ± 0,36 7,27 ± 0,35 
120 n.u. n.u. 7,57 ± 0,26 
180 7,82 ± 0,11 7,82 ± 0,11 7,82 ± 0,11 
300 n.u. n.u. 8,91 ± 0,23! 
420 8,86 ± 0,27 8,90 ± 0,27 9,06 ± 0,29 
450 8,85 ± 0,41 9,06 ± 0,30 n.u. 
480 8,85 ± 0,41 9,06 ± 0,30 8,70 ± 0,73 
600 8,93 ± 0,40 8,84 ± 0,37 8,82 ± 0,51 
720 9,35 ± 0,26 9,17 ± 0,37 9,01 ± 0,37 
1440 9,48 ± 0,23 9,26 ± 0,28 9,29 ± 0,21 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
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7d  Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Enteritidis 
 Enzymapplikation nach 7 Stunden (späte exponentielle Phase)  
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,02 29,81 0,03 26,71 0,03 25,34 
120 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,03 20,61 
180 0,03 20,78 0,03 20,78 0,03 20,78 
300 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,05 15,07 
420 0,03 21,56 0,03 21,16 0,03 21,03 
450 0,03 23,24 0,03 21,05 n.u. n.u. 
480 0,03 24,79 0,03 22,45 0,03 26,83 
600 0,02 29,76 0,02 31,24 0,02 31,48 
720 0,02 29,86 0,02 32,09 0,02 34,39 
1440 0,01 56,92 0,01 61,89 0,01 61,12 
  µ = ln (Nx / N0) / tx   GR = ln 2/ µ. 
 
 
7e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Enteritidis   
 Enzymapplikation nach 7 Stunden (späte exponentielle Phase)  
min 2c 0,5c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 1,44 0,00 ± 2,13 0,00 ± 2,63 0,00 ± 0,93 
60 1,02 ± 1,39 1,01 ± 1,32 1,28 ± 2,46 0,83 ± 1,21 
120 4,26 ± 1,69 5,11 ± 1,58 4,73 ± 2,50 4,07 ± 1,08 
180 11,30 ± 2,55 11,08 ± 2,77 12,29 ± 3,44 11,40 ± 2,91 
240 18,40 ± 2,81 18,78 ± 2,66 19,89 ± 4,06 19,36 ± 2,49 
300 25,14 ± 4,28 25,46 ± 3,39 26,82 ± 3,59 26,28 ± 3,25 
360 30,49 ± 5,72 30,58 ± 2,99 31,31 ± 4,75 31,54 ± 3,12 
420 34,26 ± 4,88 34,86 ± 3,41 35,49 ± 3,85 35,39 ± 4,66 
450 35,28 ± 5,20 36,15 ± 3,03 37,50 ± 5,13 37,28 ± 4,67 
480 35,99 ± 5,11 37,10 ± 3,42 39,21 ± 4,71 38,32 ± 5,18 
540 36,44 ± 4,75 38,11 ± 4,90 41,46 ± 4,48 39,93 ± 3,60 
600 37,04 ± 4,83 38,65 ± 4,85 42,02 ± 5,65 40,89 ± 4,63 
660 37,50 ± 4,97 39,50 ± 5,13 42,75 ± 4,90 42,06 ± 3,81 
720 37,98 ± 5,74 41,26 ± 4,92 43,37 ± 5,04 42,87 ± 4,52 
1440 39,14 ± 5,74 43,00 ± 4,66 46,00 ± 5,34 43,91 ± 5,84 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 17453,2 18057,7 19140,5 18702,8 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 8a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Enteritidis (152 Sd) 
IV. Enzymapplikation nach  1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten und  
einer zweiten Applikation nach  6 Stunden  
 8a Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden 
 berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720  
2c 0,5c 0,001c K 
127,1 144,2 176,8 181,1 
70,2 % 79,7 % 97,7 % 100 % 
 f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
8b  Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100) 
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min  
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,02 0,01 
60- 90 0,02 0,03 0,03 0,05 
90 - 120 0,03 0,07 0,06 0,07 
120 - 180 0,07 0,09 0,11 0,11 
180 - 240 0,10 0,11 0,14 0,13 
240 - 300 0,10 0,10 0,12 0,11 
300 - 360 0,08 0,07 0,10 0,09 
360 - 390 0,03 0,04 0,06 0,07 
390 - 420 0,02 0,03 0,05 0,05 
420 - 480 0,01 0,02 0,03 0,05 
480 - 540 0,01 0,02 0,03 0,03 
540 - 600 0,02 0,01 0,01 0,02 
600 - 660 0,02 0,02 0,02 0,01 
660 - 720 0,02 0,01 0,01 0,01 
720 - 1440 0,00 0,00 0,00 0,00 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
8c Überlebensrate (KbE) von S. Enteritidis [überlebende Keime/ml Flüssigkultur ] in log 
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 7,09 ± 0,28 7,09 ± 0,28 7,09 ± 0,28 
60 7,30 ± 0,60 7,25 ± 0,36 7,27 ± 0,35 
90 6,94 ± 0,63 6,99 ± 0,70 n.u. 
120 7,32 ± 0,47 7,43 ± 0,52 7,64 ± 0,52 
300 8,51 ± 0,33 8,67 ± 0,39 8,91 ± 0,23 
360 9,03 ± 0,21 n.u. n.u. 
390 8,84 ± 0,18 n.u. n.u. 
480 8,83 ± 0,43 9,01 ± 0,24 9,09 ± 0,25 
600 8,86 ± 0,51 8,92 ± 0,43 9,16 ± 0,51 
720 9,31 ± 0,33 9,18 ± 0,44 9,26 ± 0,33 
1440 9,40 ± 0,31 9,35 ± 0,25 9,46 ± 0,40 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
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8d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Enteritidis 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min  
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,03 23,82 0,02 30,65 0,03 27,55 
90 -0,01 0,00 -0,01 0,00 n.u. n.u. 
120 0,02 43,96 0,02 29,55 0,04 18,79 
300 0,04 19,04 0,04 17,29 0,05 15,21 
360 0,04 17,22 n.u. n.u. n.u. n.u. 
390 0,03 20,45 n.u. n.u. n.u. n.u. 
480 0,03 25,42 0,03 23,15 0,03 22,31 
600 0,02 31,10 0,02 30,22 0,03 27,11 
720 0,02 30,56 0,02 32,18 0,02 31,16 
1440 0,01 65,78 0,01 65,58 0,01 57,83 
  µ = ln (Nx / N0) / tx GR = ln 2/ µ. 
 
 
8e  normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Enteritidis   
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min  
2c 0,5c 0,001c K min 
x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,34 0,00 ± 0,65 0,00 ± 0,54 0,00 ± 0,30 
60 0,85 ± 1,51 0,00 ± 1,58 0,00 ± 1,72 1,00 ± 1,99 
90 1,60 ± 2,54 1,15 ± 2,39 1,15 ± 2,87 2,03 ± 2,33 
120 2,61 ± 1,50 3,20 ± 1,91 2,95 ± 2,03 3,88 ± 1,55 
180 6,51 ± 2,03 8,75 ± 1,81 9,84 ± 2,09 10,71 ± 2,25 
240 12,53 ± 1,82 15,63 ± 2,25 18,38 ± 2,37 18,45 ± 2,30 
300 18,72 ± 3,01 21,53 ± 2,29 25,36 ± 2,82 25,34 ± 3,03 
360 23,45 ± 3,41 25,84 ± 3,13 31,17 ± 2,94 30,50 ± 2,78 
390 24,34 ± 5,09 27,13 ± 4,20 32,91 ± 3,01 32,67 ± 1,57 
420 25,01 ± 3,11 28,10 ± 3,59 34,32 ± 3,71 34,22 ± 2,63 
480 25,91 ± 2,88 29,12 ± 3,84 36,09 ± 3,26 37,06 ± 2,90 
540 26,27 ± 4,45 30,16 ± 3,92 37,99 ± 4,24 38,94 ± 2,87 
600 27,17 ± 4,09 30,54 ± 4,30 38,82 ± 4,11 40,00 ± 4,10 
660 28,25 ± 3,51 31,54 ± 4,70 39,74 ± 4,37 40,88 ± 4,22 
720 29,15 ± 4,15 32,25 ± 4,31 40,34 ± 4,82 41,69 ± 4,42 
1440 32,15 ± 4,49 35,44 ± 4,55 39,83 ± 5,47 42,68 ± 4,77 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 12710,8 14422,9 17684,0 18106,1 
   n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 9a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Typhimurium (Lag-Phase) 
I.  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
 
9a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten  
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
115,6 124,9 129,7 134,2 143,1 157,9 
73,2 % 79,1 % 82,2 % 85 % 90,6 % 100 % 
f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
9b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung  
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 
60 - 90 0,01 0,02 0,04 0,04 0,04 0,05 
90 - 120 0,04 0,04 0,05 0,06 0,08 0,09 
120 - 180 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,09 
180 - 240 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 
240 - 300 0,06 0,08 0,07 0,07 0,06 0,08 
300 - 360 0,06 0,06 0,06 0,05 0,06 0,06 
360 - 420 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 
420 - 480 0,04 0,05 0,04 0,05 0,05 0,05 
480 - 540 0,03 0,05 0,03 0,03 0,05 0,05 
540 - 600 0,03 0,03 0,03 0,04 0,05 0,06 
600 - 660 0,02 0,01 0,03 0,04 0,05 0,05 
660 - 720 0,01 0,01 0,03 0,04 0,05 0,04 
720 - 1440 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 
v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
9c Überlebensrate (KbE) von S. Typhimurium [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,99 ± 0,32 6,99 ± 0,32 7,00 ± 0,31 
60 7,14 ± 0,13 7,15 ± 0,23 7,13 ± 0,11 
90 7,03 ± 0,32 7,06 ± 0,31 n.u. 
120 7,30 ± 0,34 7,44 ± 0,19 7,49 ± 0,19 
300 8,47 ± 0,41 8,37 ± 0,30 8,48 ± 0,37 
420 n.u. n.u. 8,75 ± 0,34 
600 8,80 ± 0,28 8,85 ± 0,32 8,79 ± 0,42 
1440 9,51 ± 0,47 9,26 ± 0,79 9,12 ± 0,47 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v - Geschwindigkeit 
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9d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Typhimurium  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung (Lag-Phase)  
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,02 32,24 0,02 31,10 0,02 36,94 
90 0,00 184,81 0,01 106,38 n.u. n.u. 
120 0,02 32,59 0,03 22,30 0,03 20,67 
300 0,04 18,07 0,04 19,32 0,04 18,11 
420 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,03 21,76 
600 0,02 30,17 0,02 29,37 0,02 30,27 
1440 0,01 54,04 0,01 59,16 0,01 62,88 
  µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ. 
 
 
9e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Typhimurium  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung (Lag-Phase)  
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,90 0,00 ± 1,03 0,00 ± 1,44 0,00 ± 0,99 0,00 ± 1,17 0,00 ± 2,47 
60 0,68 ± 0,86 0,79 ± 0,96 0,70 ± 1,60 1,09 ± 1,29 1,16 ± 1,97 1,29 ± 2,40 
90 1,07 ± 1,67 1,30 ± 1,59 1,86 ± 1,93 2,18 ± 1,04 2,42 ± 1,61 2,93 ± 2,82 
120 2,27 ± 1,24 2,50 ± 1,29 3,50 ± 1,66 3,89 ± 1,35 4,79 ± 1,84 5,51 ± 2,70 
180 6,27 ± 1,38 6,42 ± 1,74 7,73 ± 2,03 8,83 ± 1,53 9,73 ± 2,09 10,72 ± 2,34 
240 10,96 ± 1,77 11,27 ± 1,74 12,40 ± 3,15 13,46 ± 1,57 14,26 ± 1,96 15,62 ± 2,62 
300 14,71 ± 1,79 15,83 ± 1,87 16,74 ± 3,46 17,39 ± 1,49 17,76 ± 1,92 20,30 ± 3,26 
360 18,14 ± 1,84 19,44 ± 2,36 20,27 ± 3,91 20,27 ± 1,64 21,16 ± 1,83 23,88 ± 3,49 
420 20,72 ± 2,59 22,28 ± 2,37 23,41 ± 2,39 23,25 ± 1,68 24,34 ± 2,22 26,66 ± 3,07 
480 23,27 ± 1,89 25,24 ± 2,08 26,06 ± 2,81 26,17 ± 1,94 27,14 ± 1,91 29,84 ± 3,56 
540 25,28 ± 2,28 28,13 ± 2,23 27,76 ± 3,19 28,18 ± 2,71 30,08 ± 1,91 32,91 ± 3,13 
600 27,26 ± 2,08 30,08 ± 2,29 29,64 ± 3,51 30,45 ± 2,07 32,95 ± 2,74 36,23 ± 3,28 
660 28,65 ± 3,40 30,77 ± 2,65 31,41 ± 4,48 33,10 ± 2,85 35,88 ± 2,16 39,37 ± 4,94 
720 29,29 ± 2,78 31,08 ± 3,54 33,24 ± 3,92 35,39 ± 2,73 38,91 ± 3,07 41,96 ± 4,18 
1440 31,24 ± 3,16 31,99 ± 3,91 41,09 ± 4,84 38,47 ± 3,84 42,43 ± 3,82 49,75 ± 4,89 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 11559,1 12487,2 12968,1 13416,5 14304,8 15785,3 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 10a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Typhimurium (frühe exponentielle Phase) 
II.  Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
 
10a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten 
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
122,8 124,8 138,7 143,3 154,6 162,3 
75,7 % 76,9 % 85,5 % 88,3 % 95,3 % 100 % 
 f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
10b  Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
 ~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 
60 - 120 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 
120 - 150 0,06 0,05 0,08 0,09 0,10 0,10 
150 - 180 0,06 0,07 0,11 0,11 0,13 0,12 
180 - 240 0,07 0,07 0,09 0,10 0,11 0,12 
240 - 300 0,08 0,08 0,08 0,07 0,08 0,09 
300 - 360 0,07 0,07 0,06 0,07 0,06 0,07 
360 - 420 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,07 
420 - 480 0,05 0,05 0,04 0,03 0,05 0,05 
480 - 540 0,05 0,05 0,02 0,03 0,05 0,04 
540 - 600 0,03 0,04 0,02 0,03 0,04 0,05 
600 - 660 0,03 0,02 0,03 0,03 0,04 0,04 
660 - 720 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 0,04 
720 - 1440 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 
v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ 
 
10c Überlebensrate (KbE) von S. Typhimurium [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
  Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,99 ± 0,32 6,99 ± 0,32 7,00 ± 0,31 
60 7,14 ± 0,07 7,15 ± 0,23 7,13 ± 0,11 
150 7,62 ± 0,20 7,59 ± 0,23 7,56 ± 0,27 
180 7,49 ± 0,50 7,62 ± 0,37 7,96 ± 0,08 
240 8,21 ± 0,50 8,33 ± 0,36 8,55 ± 0,28 
300 n.u. n.u. 8,59 ± 0,20 
420 8,72 ± 0,39 8,65 ± 0,36 8,75 ± 0,34 
600 n.u. n.u. 8,79 ± 0,42 
720 8,63 ± 0,42 8,90 ± 0,12 8,82 ± 0,12 
1440 9,18 ± 0,77 9,37 ± 0,46 9,41 ± 0,41 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung, - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
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10d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Typhimurium 
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,02 32,24 0,02 31,10 0,02 36,94 
150 0,03 20,03 0,03 21,00 0,03 22,57 
180 0,02 30,13 0,03 24,18 0,04 16,13 
240 0,04 17,31 0,04 15,81 0,05 13,87 
300 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,04 16,95 
420 0,03 21,93 0,03 22,78 0,03 21,76 
600 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,02 30,37 
720 0,02 39,45 0,02 34,53 0,02 35,91 
1440 0,01 61,23 0,01 56,85 0,01 56,29 
  µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ. 
 
 
10e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Typhimurium  
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 1,22 0,00 ± 1,11 0,00 ± 1,27 0,00 ± 1,15 0,00 ± 1,19 0,00 ± 1,99 
60 0,61 ± 1,30 0,60 ± 1,24 0,90 ± 1,53 0,81 ± 1,32 0,57 ± 1,26 0,71 ± 1,77 
120 2,20 ± 1,19 2,27 ± 1,26 2,85 ± 1,42 2,64 ± 1,24 2,36 ± 1,60 2,44 ± 1,79 
150 3,89 ± 1,57 3,88 ± 1,68 5,25 ± 1,83 5,29 ± 1,76 5,50 ± 1,86 5,30 ± 1,96 
180 5,72 ± 2,52 5,91 ± 1,75 8,69 ± 1,95 8,63 ± 1,60 9,36 ± 1,73 9,05 ± 2,51 
240 9,90 ± 1,61 10,36 ± 1,79 14,38 ± 2,03 14,91 ± 1,83 16,22 ± 2,03 16,11 ± 2,82 
300 14,50 ± 2,23 14,90 ± 2,31 19,12 ± 3,26 19,33 ± 2,28 21,02 ± 1,92 21,32 ± 2,26 
360 18,74 ± 1,96 19,26 ± 1,93 22,81 ± 2,97 23,44 ± 2,10 24,42 ± 2,19 25,30 ± 2,44 
420 22,05 ± 2,61 22,44 ± 1,96 25,62 ± 2,70 26,44 ± 2,07 27,22 ± 2,35 29,26 ± 3,50 
480 25,02 ± 2,31 25,23 ± 2,51 27,76 ± 3,51 28,53 ± 2,71 30,10 ± 2,34 32,47 ± 3,77 
540 27,79 ± 2,62 28,04 ± 3,01 29,19 ± 3,58 30,50 ± 2,40 33,00 ± 2,27 35,03 ± 3,77 
600 29,81 ± 3,08 30,47 ± 3,31 30,52 ± 3,42 32,23 ± 2,59 35,50 ± 2,70 37,78 ± 4,03 
660 31,73 ± 3,50 31,85 ± 2,87 32,42 ± 3,95 33,86 ± 2,65 38,06 ± 3,14 40,05 ± 4,54 
720 33,22 ± 4,07 33,33 ± 3,05 34,42 ± 3,54 35,36 ± 2,41 40,16 ± 4,05 42,30 ± 4,66 
1440 39,66 ± 5,15 40,75 ± 4,90 40,82 ± 4,85 39,57 ± 5,06 43,59 ± 6,36 46,39 ± 6,34 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 12279,1 12474,0 13873,2 14329,8 15463,3 16226,7 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 11a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Typhimurium (späte exponentielle Phase) 
III.  Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten  
11a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden 
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720  
2c 0,5c 0,001c K 
150,2 151,1 158,8 157,4 
95,4 % 96 % 100,9 % 100 % 
   f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
11b  Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
 ~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung  
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 - 60 0,02 0,02 0,03 0,02 
60 - 120 0,05 0,04 0,04 0,04 
120 - 180 0,09 0,09 0,08 0,08 
180 - 240 0,10 0,09 0,10 0,10 
240 - 300 0,09 0,09 0,08 0,09 
300 - 360 0,07 0,07 0,07 0,06 
360 - 420 0,05 0,06 0,06 0,06 
420 - 450 0,05 0,05 0,06 0,06 
450 - 480 0,04 0,04 0,05 0,06 
480 - 540 0,03 0,03 0,05 0,05 
540 - 600 0,02 0,03 0,05 0,04 
600 - 660 0,03 0,04 0,05 0,05 
660 - 720 0,01 0,03 0,03 0,04 
720 - 1440 0,00 0,01 0,00 0,01 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
11c Überlebensrate (KbE) von S. Typhimurium [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,99 ± 0,32 6,99 ± 0,32 7,00 ± 0,31 
60 7,14 ± 0,07 7,15 ± 0,23 7,13 ± 0,11 
120 n.u. n.u. 7,49 ± 0,19 
180 7,92 ± 0,07 7,93 ± 0,07 7,94 ± 0,06 
300 n.u. n.u. 8,71 ± 0,09 
420 8,68 ± 0,25 8,62 ± 0,35 8,63 ± 0,28 
450 8,44 ± 0,46 n.u. n.u. 
480 8,65 ± 0,50 8,65 ± 0,38 8,55 ± 0,29 
600 8,78 ± 0,43 8,65 ± 0,32 8,96 ± 0,28 
720 8,91 ± 0,16 8,93 ± 0,12 8,97 ± 0,23 
1440 9,55 ± 0,41 7,78 ± 3,08 9,20 ± 0,54 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v - Geschwindigkeit 
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11d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Typhimurium 
 Enzymapplikation nach 7 Stunden (frühe exponentielle Phase)   
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min) 
60 0,02 32,24 0,02 31,10 0,02 36,94 
120 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,03 20,67 
180 0,04 16,61 0,04 16,60 0,04 16,56 
300 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,04 15,86 
420 0,03 22,40 0,03 23,20 0,03 23,15 
450 0,03 27,69 n.u. n.u. n.u. n.u. 
480 0,03 26,03 0,03 26,02 0,03 27,68 
600 0,02 30,38 0,02 32,62 0,02 28,06 
720 0,02 34,39 0,02 34,06 0,02 33,54 
1440 0,01 53,45 0,00 155,39 0,01 60,84 
µ = ln (Nx / N0) / tx   GR = ln 2/ µ. 
 
 
11e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Typhimurium  
  Enzymapplikation nach 7 Stunden  (frühe exponentielle Phase)  
min 2c 0,5c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 1,33 0,00 ± 1,60 0,00 ± 1,84 0,00 ± 1,32 
60 1,21 ± 1,42 1,07 ± 1,73 1,53 ± 1,54 1,30 ± 1,08 
120 3,99 ± 1,80 3,60 ± 1,63 4,02 ± 1,86 3,88 ± 1,88 
180 9,13 ± 1,61 8,74 ± 1,78 8,78 ± 1,60 8,78 ± 1,48 
240 15,04 ± 1,66 14,40 ± 1,89 14,99 ± 1,61 14,83 ± 1,57 
300 20,50 ± 1,78 19,73 ± 1,84 19,80 ± 2,03 20,17 ± 1,78 
360 24,51 ± 1,69 23,94 ± 1,95 24,21 ± 1,94 24,03 ± 1,81 
420 27,45 ± 1,63 27,80 ± 2,07 27,53 ± 2,14 27,60 ± 1,88 
450 28,80 ± 2,09 29,20 ± 2,60 29,25 ± 2,36 29,40 ± 2,94 
480 30,09 ± 2,04 30,44 ± 2,72 30,88 ± 2,97 31,07 ± 1,95 
540 32,16 ± 2,13 32,30 ± 2,27 34,02 ± 2,58 33,91 ± 2,80 
600 33,41 ± 2,38 34,22 ± 2,51 37,24 ± 2,16 36,58 ± 3,22 
660 34,94 ± 2,50 36,36 ± 2,70 40,44 ± 3,81 39,28 ± 3,25 
720 35,76 ± 2,72 38,16 ± 2,79 42,37 ± 3,55 41,80 ± 2,92 
1440 37,45 ± 2,90 45,81 ± 4,46 44,90 ± 4,07 45,70 ± 4,13 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 15019,5 15104,0 15878,1 15741,8 
  n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 12a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf S. Typhimurium 
IV. Enzymapplikation nach  1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
und einer zweiten Applikation nach 6 Stunden  
12a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden 
 berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720  
2c 0,5c 0,001c K 
104,9 121,7 140,4 162,5 
64,6 % 74,9 % 86,4 % 100 % 
   f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
12b  Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,01 0,01 
60 - 90 0,02 0,03 0,03 0,04 
90 - 120 0,04 0,05 0,05 0,07 
120 - 180 0,06 0,07 0,07 0,09 
180 - 240 0,06 0,07 0,08 0,09 
240 - 300 0,07 0,07 0,07 0,09 
300 - 360 0,06 0,06 0,07 0,08 
360 - 390 0,03 0,05 0,06 0,07 
390 - 420 0,02 0,04 0,06 0,06 
420 - 480 0,02 0,04 0,06 0,05 
480 - 540 0,02 0,03 0,06 0,05 
540 - 600 0,03 0,03 0,05 0,05 
600 - 660 0,02 0,03 0,05 0,05 
660 - 720 0,02 0,02 0,02 0,02 
720 - 1440 0,01 0,01 0,01 0,01 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
12c  Überlebensrate (KbE) von S. Typhimurium [überlebende Keime/ml Flüssigkultur ] in log 
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,99 ± 0,32 6,99 ± 0,32 7,00 ± 0,31 
60 7,15 ± 0,34 7,12 ± 0,18 7,13 ± 0,11 
90 7,03 ± 0,32 7,06 ± 0,31 n.u. 
120 7,30 ± 0,34 7,44 ± 0,19 7,49 ± 0,19 
300 8,47 ± 0,41 8,37 ± 0,30 8,48 ± 0,37 
360 8,41 ± 0,42 n.u. n.u. 
390 8,58 ± 0,42 n.u. n.u. 
480 8,58 ± 0,31 8,56 ± 0,32 8,79 ± 0,08 
600 8,94 ± 0,67 8,62 ± 0,47 8,93 ± 0,08 
720 8,78 ± 0,39 8,83 ± 0,30 8,93 ± 0,42 
1440 9,13 ± 0,61 9,35 ± 0,54 9,86 ± 0,22 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v - Geschwindigkeit
  x
 
12d  Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von S. Typhimurium 
  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,02 30,76 0,02 38,41 0,02 36,94 
90 0,00 184,81 0,01 106,38 n.u. n.u. 
120 0,02 32,59 0,03 22,30 0,03 20,67 
300 0,04 18,07 0,04 19,32 0,04 18,11 
360 0,03 22,49 n.u. n.u. n.u. n.u. 
390 0,03 22,00 n.u. n.u. n.u. n.u. 
480 0,03 27,16 0,03 27,37 0,03 24,31 
600 0,02 28,17 0,02 33,06 0,02 28,46 
720 0,02 36,50 0,02 35,63 0,02 34,22 
1440 0,01 68,17 0,01 60,99 0,01 48,56 
 µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ. 
 
 
12e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von S. Typhimurium  
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min  
min 2c 0,5c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,94 0,00 ± 0,93 0,00 ± 1,10 0,00 ± 1,36 
60 0,89 ± 0,97 0,70 ± 1,11 0,70 ± 0,96 0,74 ± 1,38 
90 1,51 ± 1,01 1,47 ± 1,36 1,47 ± 1,13 2,00 ± 1,38 
120 2,63 ± 1,24 2,86 ± 1,57 2,86 ± 1,43 4,09 ± 1,13 
180 6,36 ± 1,61 7,09 ± 2,01 7,09 ± 1,56 9,68 ± 1,37 
240 10,25 ± 1,52 11,24 ± 1,84 11,24 ± 2,14 15,33 ± 1,89 
300 14,27 ± 1,66 15,43 ± 1,93 15,43 ± 2,17 20,46 ± 1,76 
360 17,68 ± 1,82 19,18 ± 2,84 19,18 ± 2,68 25,00 ± 1,98 
390 18,63 ± 2,72 20,58 ± 2,18 20,58 ± 2,73 27,02 ± 2,19 
420 19,27 ± 2,30 21,86 ± 2,32 21,86 ± 2,24 28,90 ± 2,76 
480 20,43 ± 2,50 24,31 ± 2,79 24,31 ± 3,11 32,07 ± 2,91 
540 21,87 ± 2,29 26,34 ± 2,94 26,34 ± 3,41 35,02 ± 3,80 
600 23,40 ± 2,37 28,26 ± 3,12 28,26 ± 2,64 37,93 ± 3,42 
660 24,86 ± 2,92 30,07 ± 2,96 30,07 ± 3,97 40,69 ± 3,81 
720 26,17 ± 2,54 31,22 ± 4,34 31,22 ± 3,83 42,10 ± 3,43 
1440 31,67 ± 4,16 35,86 ± 3,92 35,86 ± 4,90 47,80 ± 4,69 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 10495,7 12170,0 14034,7 16247,2 
  n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
 
  y
 
Tabelle 13a – e Ergebnisse der Enzymwirkung auf E. coli O:26 (EHEC) (Lag-Phase) 
 I.  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten  
 
13a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten  
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
124,1 130,8 167,5 157,9 152,3 156,5 
79,3 % 83,6 % 107 % 100,9 % 97,3 % 100% 
 f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
13b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung  
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 
60 - 90 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 
90 - 120 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,04 
120 - 180 0,05 0,05 0,07 0,06 0,11 0,09 
180 - 240 0,09 0,11 0,13 0,15 0,17 0,17 
240 - 300 0,12 0,11 0,14 0,13 0,11 0,11 
300 - 360 0,08 0,08 0,14 0,09 0,03 0,06 
360 - 420 0,03 0,04 0,06 0,05 0,02 0,03 
420 - 480 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 
480 - 540 0,03 0,03 0,02 0,01 0,02 0,02 
540 - 600 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 
600 - 660 0,01 0,03 0,01 0,01 0,02 0,01 
660 - 720 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 
720 - 1440 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 
  v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
13c Überlebensrate (KbE) von EHEC [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung  
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 
60 6,83 ± 0,49 6,85 ± 0,58 6,84 ± 0,56 
90 6,88 ± 0,46 6,87 ± 0,46 n.u. 
120 7,09 ± 0,29 7,16 ± 0,42 7,19 ± 0,36 
300 8,04 ± 0,91 8,33 ± 0,73 8,62 ± 0,45 
420 n.u. n.u. 8,90 ± 0,28 
600 8,75  0,88 8,81  0,70 9,04  0,57 
1440 8,74  0,35 8,87  0,48 8,92  0,10 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v - Geschwindigkeit 
 
 
  z
 
13d  Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von EHEC  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung  (Lag-Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,03 24,60 0,03 22,34 0,03 23,73 
90 0,02 29,86 0,02 31,19 n.u. n.u. 
120 0,03 21,20 0,04 18,48 0,04 17,57 
300 0,04 18,20 0,05 15,29 0,05 13,30 
420 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,04 16,56 
600 0,02 45,28 0,02 37,25 0,03 25,69 
1440 0,01 64,32 0,01 56,77 0,01 54,75 
  µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ. 
 
 
13e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von   
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung (Lag-Phase) 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 1,17 0,00 ± 1,29 0,00 ± 1,27 0,00 ± 1,19 0,00 ± 1,28 0,00 ± 1,71 
60 0,40 ± 1,29 0,24 ± 1,22 0,47 ± 1,21 0,55 ± 1,10 0,62 ± 1,14 0,69 ± 1,33 
90 0,97 ± 2,87 0,55 ± 2,42 0,81 ± 2,14 1,13 ± 1,74 1,13 ± 1,55 1,15 ± 1,90 
120 1,73 ± 2,09 1,40 ± 2,58 1,80 ± 1,28 2,16 ± 1,23 2,46 ± 1,25 2,29 ± 1,54 
180 4,67 ± 1,76 4,65 ± 1,58 5,82 ± 2,16 5,97 ± 1,53 8,84 ± 1,66 7,74 ± 2,19 
240 10,18 ± 2,21 10,96 ± 2,28 13,47 ± 2,89 15,11 ± 2,09 18,87 ± 2,64 17,67 ± 3,69 
300 17,23 ± 2,54 17,78 ± 2,80 21,89 ± 2,75 23,20 ± 1,93 25,44 ± 3,06 24,57 ± 3,02 
360 22,31 ± 2,94 22,86 ± 3,04 30,46 ± 4,49 28,52 ± 2,29 27,11 ± 2,65 27,90 ± 4,09 
420 24,36 ± 1,93 25,32 ± 2,92 33,82 ± 5,24 31,62 ± 3,06 28,19 ± 2,83 29,94 ± 4,03 
480 25,79 ± 2,25 27,40 ± 3,26 35,92 ± 4,47 33,17 ± 2,47 29,95 ± 2,30 31,60 ± 3,99 
540 27,43 ± 2,71 29,39 ± 3,04 37,24 ± 2,66 34,06 ± 2,15 31,34 ± 3,54 32,69 ± 3,40 
600 28,49 ± 3,32 30,35 ± 3,82 38,71 ± 5,25 34,88 ± 2,71 31,74 ± 3,97 33,78 ± 3,79 
660 29,16 ± 2,97 31,87 ± 4,15 39,51 ± 4,24 35,76 ± 3,02 32,75 ± 3,91 34,64 ± 3,68 
720 30,34 ± 3,02 31,96 ± 3,61 40,32 ± 4,37 36,53 ± 3,67 33,40 ± 3,68 35,04 ± 6,14 
1440 34,19 ± 5,67 37,72 ± 4,48 40,68 ± 6,71 41,58 ± 7,34 37,71 ± 4,76 42,40 ± 6,11 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 12412,1 13084,4 16746,0 15788,5 15228,8 15651,4 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 14a–e Ergebnisse der Enzymwirkung auf E. coli O:26 (EHEC) (frühe exponentielle Phase) 
II.  Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
14a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten 
2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
115,6 134,4 172,5 137,6 149,7 155,6 
74,3 % 86,3 % 110,9 % 88,5 % 96,5 % 100 % 
 f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
14b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 
60 - 120 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
120 - 150 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,04 
150 - 180 0,06 0,07 0,15 0,14 0,17 0,18 
180 - 240 0,09 0,11 0,15 0,14 0,15 0,16 
240 - 300 0,10 0,12 0,14 0,09 0,10 0,11 
300 - 360 0,07 0,10 0,10 0,07 0,07 0,07 
360 - 420 0,05 0,06 0,05 0,06 0,03 0,03 
420 - 480 0,03 0,04 0,04 0,02 0,03 0,03 
480 - 540 0,04 0,01 0,03 0,02 0,03 0,02 
540 - 600 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 
600 - 660 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 
660 - 720 0,03 0,02 0,03 0,01 0,01 0,01 
720 - 1440 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 
  v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ 
 
14c Überlebensrate (KbE) von EHEC [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 
60 6,83 ± 0,49 6,85 ± 0,58 6,84 ± 0,56 
150 7,37 ± 0,32 7,42 ± 0,36 7,38 ± 0,31 
180 7,63 ± 0,21 7,72 ± 0,29 7,74 ± 0,29 
240 7,77 ± 0,75 7,97 ± 0,81 8,16 ± 0,75 
300 n.u. n.u. 8,62 ± 0,45 
420 8,50 ± 0,70 8,75 ± 0,30 8,92 ± 0,28 
600 n.u. n.u. 9,04 ± 0,57 
720 8,39 ± 0,68 8,92 ± 0,44 8,97 ± 0,42 
1440 8,61 ± 0,93 8,89 ± 0,52 8,91 ± 0,35 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
  bb
 
 
14d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von EHEC  
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,03 24,60 0,03 22,34 0,03 23,73 
150 0,04 16,64 0,04 15,62 0,04 16,36 
180 0,05 14,81 0,05 13,63 0,05 13,63 
240 0,04 17,70 0,05 15,19 0,05 13,47 
300 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,05 13,30 
420 0,04 19,71 0,04 17,61 0,04 16,44 
600 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,03 22,52 
720 0,02 35,57 0,02 28,19 0,03 27,70 
1440 0,01 64,03 0,01 57,05 0,01 56,67 
 µ = ln (Nx / N0) / tx   GR = ln 2/ µ. 
 
 
14e normierte Mittelwerte der optischen Dichte von EHEC  
 Enzymapplikation nach 2,5 Stunden Vorkultivierung (frühe exponentielle Phase) 
min 2c 1c 0,5c 0,1c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 1,22 0,00 ± 1,70 0,00 ± 1,38 0,00 ± 1,21 0,00 ± 1,46 0,00 ± 1,57 
60 0,43 ± 1,17 0,43 ± 1,61 0,78 ± 1,15 0,28 ± 1,25 0,81 ± 1,19 0,55 ± 1,69 
120 1,26 ± 1,05 1,16 ± 1,04 1,61 ± 1,28 0,93 ± 0,98 1,61 ± 0,89 1,26 ± 1,28 
150 2,10 ± 1,05 2,18 ± 1,04 2,51 ± 1,28 2,07 ± 0,98 2,40 ± 0,89 2,32 ± 1,28 
180 3,98 ± 1,75 4,20 ± 1,89 6,93 ± 2,64 6,41 ± 1,60 7,56 ± 2,13 7,71 ± 2,02 
240 9,10 ± 1,82 10,53 ± 1,51 16,15 ± 2,61 14,57 ± 1,84 16,45 ± 2,33 17,50 ± 3,01 
300 15,12 ± 1,56 17,59 ± 1,79 24,34 ± 3,55 19,81 ± 3,08 22,62 ± 2,60 24,02 ± 3,57 
360 19,26 ± 1,53 23,40 ± 2,39 30,43 ± 5,12 24,03 ± 2,76 26,57 ± 3,11 28,29 ± 4,49 
420 22,39 ± 1,56 27,28 ± 2,78 33,31 ± 5,30 27,57 ± 2,65 28,58 ± 2,89 29,86 ± 3,57 
480 24,01 ± 2,05 29,67 ± 3,38 35,69 ± 3,63 28,52 ± 3,03 30,36 ± 3,73 31,74 ± 3,43 
540 26,21 ± 1,62 30,29 ± 3,21 37,67 ± 4,27 29,81 ± 2,26 31,92 ± 3,15 33,12 ± 3,14 
600 27,36 ± 2,75 31,19 ± 3,54 39,63 ± 4,27 30,71 ± 3,66 33,04 ± 3,15 34,07 ± 3,06 
660 28,68 ± 2,13 31,94 ± 3,08 40,69 ± 3,39 31,51 ± 2,68 33,91 ± 3,18 34,56 ± 3,22 
720 30,35 ± 2,66 32,98 ± 3,24 42,24 ± 4,14 32,12 ± 2,38 34,45 ± 2,79 35,44 ± 4,01 
1440 36,98 ± 4,22 39,18 ± 4,75 42,00 ± 5,24 36,04 ± 4,80 35,69 ± 5,63 37,86 ± 5,48 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 11563,4 13434,9 17248,6 13764,2 14973,6 15558,8 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant  
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
 
  cc
Tabelle 15a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf E. coli O:26 (EHEC) (späte exponentielle Phase) 
III.  Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
  15a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden  
berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten  
2c 0,5c 0,001c K 
143,2 148,4 159,7 155,7 
92,0 % 95,4 % 102,6 % 100 % 
    f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
 15b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100) 
   ~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung  
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,01 0,01 
60 - 120 0,03 0,03 0,03 0,02 
120 - 180 0,07 0,08 0,08 0,10 
180 - 240 0,13 0,13 0,14 0,14 
240 - 300 0,14 0,14 0,13 0,13 
300 - 360 0,07 0,06 0,05 0,07 
360 - 420 0,04 0,03 0,05 0,03 
420 - 450 0,01 0,03 0,04 0,03 
450 - 480 0,00 0,03 0,04 0,04 
480 - 540 0,01 0,01 0,04 0,01 
540 - 600 0,00 0,01 0,04 0,01 
600 - 660 0,01 0,01 0,02 0,01 
660 - 720 0,02 0,01 0,00 0,02 
720 - 1440 0,00 0,01 0,01 0,01 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
15c Überlebensrate (KbE) von EHEC [überlebende Keime/ml Flüssigkultur] in log 
 Enzymapplikation nach 7 Stunden Vorkultivierung 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 
60 6,83 ± 0,49 6,85 ± 0,58 6,84 ± 0,56 
120 n.u. n.u. 7,19 ± 0,36 
180 7,75 ± 0,23 7,75 ± 0,28 7,76 ± 0,30 
300 n.u. n.u. 8,62 ± 0,45 
420 8,88 ± 0,10 8,89 ± 0,08 8,88 ± 0,08 
450 8,65 ± 0,50 n.u. n.u. 
480 8,92 ± 0,46 9,11 ± 0,23 9,11 ± 0,13 
600 8,91 ± 0,69 8,86 ± 0,69 8,94 ± 0,40 
720 8,80 ± 0,34 9,07 ± 0,45 9,03 ± 0,53 
1440 8,70 ± 0,34 8,68 ± 0,44 9,12 ± 0,40 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
  dd
 
 
15d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von EHEC  
 Enzymapplikation nach 7 Stunden (späte exponentielle Phase) 
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min)
60 0,03 24,60 0,03 22,34 0,03 23,73 
120 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,04 17,57 
180 0,05 13,44 0,05 13,49 0,05 13,40 
300 n.u. n.u. n.u. n.u. 0,05 13,30 
420 0,04 16,72 0,04 16,65 0,04 16,69 
450 0,04 19,71 n.u. n.u. n.u. n.u. 
480 0,04 18,83 0,04 17,54 0,04 17,55 
600 0,03 23,60 0,03 24,07 0,03 23,28 
720 0,02 29,55 0,03 26,71 0,03 27,05 
1440 0,01 61,58 0,01 62,23 0,01 52,44 
µ = ln (Nx / N0) / tx   GR = ln 2/ µ. 
 
 
15e  normierte Mittelwerte der optischen Dichte von EHEC  
  Enzymapplikation nach 7 Stunden (späte exponentielle Phase) 
min 2c 0,5c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,88 0,00 ± 0,75 0,00 ± 1,07 0,00 ± 1,00 
60 0,57 ± 1,05 0,44 ± 0,96 0,53 ± 1,30 0,69 ± 1,03 
120 2,30 ± 1,02 2,10 ± 0,97 2,36 ± 2,46 2,10 ± 0,90 
180 6,72 ± 1,07 7,01 ± 1,56 7,37 ± 1,25 8,04 ± 2,43 
240 14,72 ± 1,47 14,84 ± 1,79 15,80 ± 2,57 16,19 ± 1,96 
300 23,24 ± 1,54 23,33 ± 2,30 23,48 ± 2,52 24,29 ± 2,47 
360 27,19 ± 2,17 27,06 ± 2,39 26,66 ± 3,04 28,20 ± 2,89 
420 29,29 ± 2,85 29,00 ± 3,38 29,79 ± 3,40 30,15 ± 2,91 
450 28,98 ± 3,55 29,84 ± 3,10 31,10 ± 4,09 30,94 ± 3,08 
480 29,12 ± 3,32 30,73 ± 2,87 32,25 ± 3,32 32,05 ± 2,82 
540 29,50 ± 2,70 31,53 ± 3,46 34,42 ± 2,77 32,58 ± 2,97 
600 29,79 ± 2,72 32,02 ± 2,85 36,65 ± 4,36 33,43 ± 2,85 
660 30,48 ± 2,55 32,64 ± 2,98 37,87 ± 4,28 34,18 ± 2,81 
720 31,58 ± 2,73 33,42 ± 3,62 38,02 ± 4,47 35,23 ± 2,65 
1440 34,36 ± 4,59 37,32 ± 5,45 42,37 ± 5,11 39,05 ± 5,47 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 14315,7 14843,7 15973,2 15566,5 
  n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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Tabelle 16a - e Ergebnisse der Enzymwirkung auf E. coli O:26  
IV. Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung in Mikrotiterplatten 
und einer zweiten Applikation nach  6 Stunden  
16a  Zunahme der optischen Dichte (Wachstum) während 12 Stunden 
  berechnet als Fläche unter der Kurve [OD*min] von 0 bis 720 Minuten 
2c 0,5c 0,001c K 
106,6 141,2 159,1 154,2 
69,1 % 91,6 % 103,2 % 100 % 
    f(x) = ((x (t2) + x (t1)) / 2)*Δ t 
 
16b Steigung zwischen OD-Kurvenwerten (*100)  
 ~ Geschwindigkeit der Keimdichtezunahme [OD/min] 
Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c 0,001c K 
0 - 60 0,01 0,01 0,01 0,01 
60 - 90 0,01 0,02 0,01 0,01 
90 - 120 0,02 0,02 0,03 0,03 
120 - 180 0,03 0,06 0,08 0,10 
180 - 240 0,08 0,12 0,16 0,15 
240 - 300 0,11 0,11 0,13 0,11 
300 - 360 0,09 0,09 0,06 0,07 
360 - 390 0,06 0,07 0,03 0,03 
390 - 420 0,02 0,05 0,06 0,03 
420 - 480 0,01 0,04 0,05 0,03 
480 - 540 0,01 0,02 0,02 0,02 
540 - 600 0,01 0,02 0,03 0,03 
600 - 660 0,01 0,02 0,02 0,01 
660 - 720 0,01 0,01 0,03 0,02 
720 - 1440 0,01 0,01 0,01 0,01 
    v(t´) = OD (t2) - OD (t1) / Δ t 
 
16c Überlebensrate (KbE) von EHEC [überlebende Keime/ml Flüssigkultur ] in log 
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c K 
n = 15  ± s  ± s  ± s 
0 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 6,64 ± 0,30 
60 6,83 ± 0,49 6,85 ± 0,58 6,84 ± 0,56 
90 6,88 ± 0,46 6,87 ± 0,46 n.u. 
120 7,09 ± 0,29 7,16 ± 0,42 7,21 ± 0,33 
300 8,04 ± 0,91 8,33 ± 0,73 8,62 ± 0,45 
360 8,87 ± 0,49 n.u. n.u. 
390 8,61 ± 0,58 n.u. n.u. 
480 8,42 ± 0,52 8,80 ± 0,28 8,89 ± 0,23 
600 8,45 ± 0,69 8,95 ± 0,53 9,08 ± 0,35 
720 8,60 ± 0,70 8,99 ± 0,44 9,25 ± 0,38 
1440 8,70 ± 0,53 8,67 ± 0,42 9,07 ± 0,17 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, K – Kontrolle, n.u. – nicht untersucht, OD – optische Dichte, 
s – Standardabweichung,  - arithmetrisches Mittel, t – Zeit, v – Geschwindigkeit 
  ff
 
 
16d Generationszeit (GR) und Wachstumsrate (µ) von EHEC  
  Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min  
 2c 0,5c Kontrolle 
min µ  GR (min) µ  GR (min) µ  GR (min) 
60 0,03 24,60 0,03 22,34 0,03 23,73 
90 0,02 29,86 0,02 31,19 n.u. n.u. 
120 0,03 21,20 0,04 18,48 0,04 16,83 
300 0,04 18,20 0,05 15,29 0,05 13,30 
360 0,05 14,40 n.u. n.u. n.u. n.u. 
390 0,04 17,36 n.u. n.u. n.u. n.u. 
480 0,03 23,33 0,04 19,67 0,04 19,04 
600 0,02 28,77 0,03 23,27 0,03 22,14 
720 0,02 32,16 0,03 27,52 0,03 25,14 
1440 0,01 68,73 0,01 70,49 0,01 53,37 
 µ = ln (Nx / N0) / tx    GR = ln 2/ µ. 
 
 
16e  normierte Mittelwerte der optischen Dichte von EHEC  
 Enzymapplikation nach 1 Stunde Vorkultivierung & zweite Applikation nach 390 min 
min 2c 0,5c 0,001c K 
 x ± s x ± s x ± s x ± s 
0 0,00 ± 0,92 0,00 ± 1,20 0,00 ± 1,16 0,00 ± 0,91 
60 0,51 ± 1,11 0,51 ± 1,08 0,57 ± 1,32 0,53 ± 0,88 
90 0,90 ± 3,53 1,13 ± 2,12 0,85 ± 1,48 0,90 ± 0,96 
120 1,54 ± 2,18 1,68 ± 1,92 1,62 ± 1,66 1,92 ± 0,96 
180 3,12 ± 1,52 5,20 ± 1,61 6,66 ± 2,11 7,92 ± 1,86 
240 7,84 ± 1,54 12,13 ± 1,95 16,01 ± 3,34 16,76 ± 2,82 
300 14,23 ± 2,05 18,96 ± 2,35 23,62 ± 2,95 23,18 ± 2,47 
360 19,69 ± 1,98 24,37 ± 2,39 27,03 ± 2,74 27,28 ± 2,70 
390 21,54 ± 2,67 26,50 ± 2,74 27,91 ± 3,34 28,32 ± 2,80 
420 22,19 ± 2,18 27,88 ± 3,17 29,82 ± 4,07 29,28 ± 2,58 
480 22,94 ± 2,19 30,08 ± 3,22 32,92 ± 3,64 31,30 ± 3,19 
540 23,65 ± 2,04 31,39 ± 3,09 34,41 ± 3,36 32,53 ± 2,93 
600 24,30 ± 2,46 32,34 ± 2,84 36,12 ± 3,10 34,05 ± 2,79 
660 24,68 ± 2,20 33,39 ± 2,58 37,24 ± 2,97 34,44 ± 2,39 
720 25,34 ± 2,60 34,21 ± 3,28 38,89 ± 2,80 35,73 ± 3,36 
1440 31,62 ± 4,11 38,80 ± 3,99 42,86 ± 4,17 40,28 ± 3,94 
Fläche unter der Kurve von  0 – 720 min 
 10656,5 14114,8 15904,7 15415,4 
n = 80 bis 100  p ≤ 0,05    nicht signifikant 
 
einfache Enzymkonzentration (1c) = 4 mg/ml Trypsin + 4 mg/ml Chymotrypsin + 10 mg/ml Papain 
c – Enzymkonzentration, n.u. – nicht untersucht, t – Zeit, N - Anzahl der lebenden Bakterien ~ KbE 
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